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ABSTRACT
I n f l u e n c e  o f  B i o g e n i c  Amines on  Bov ine  
L u te a l  S t e r o i d o g e n e s i s
by
Paul J e f f r e y  B a t t i s t a  
U n i v e r s i t y  o f  New Hampsh i re ,  May 1987
To I n v e s t i g a t e  t h e  r o l e  o f  c a t e c h o l a m i n e s  and b i o g e n i c  a m i n e s  In t h e  
c o n t r o l  o f  b o v i n e  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s ,  s t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  
u t i l i z i n g  c o l l a g e n a s e - d l s p e r s e d  l u t e a l  c e l l s  In a s h o r t - t e r m  I n c u b a t i o n  
s y s t e m .  S t u d i e s  d e s i g n e d  t o  a s s e s s  t h e  r o l e  o f  c a t e c h o l a m i n e s  showed 
t h a t  t h e  s t i m u l a t o r y  r e s p o n s e  t o  t h e  p r i m a r y  c a t e c h o l a m i n e s  
n o r e p i n e p h r i n e  a n d  e p i n e p h r i n e  was  m e d i a t e d  by b o t h  ^  1 -  and ^ 2 “  
a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .  T h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  c a t e c h o l a m i n e s  
o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r t n e  and d e o x y e p I n e p h r I n e  e n h a n ce d  b a s a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n ,  a n d  t h i s  r e s p o n s e  w as  m e d i a t e d  b y ^ - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .  
A n a l y s i s  o f  l u t e a l  t i s s u e  u s i n g  h igh  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
showed  n o n d e t e c t a b l  e  l e v e l s  o f  n o r e p l n e p h r l n e  and e p i n e p h r i n e .  The In 
v 1 vo  a d m i n i s t r a t i o n  o f  n o r e p i n e p h r i n e  a n d  e p i n e p h r i n e  s i g n i f i c a n t l y  
s t i m u l a t e d  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  w i t h o u t  a l t e r i n g  c i r c u l a t i n g  l e v e l s  of  
l u t e i n i z i n g  hormone.
vl  11
T h e  a d d i t i o n  o f  s e r o t o n i n  o r  5 - m e t h o x y  t r y  p t a m  I n e  t o  l u t e a l  c e l  I 
I n c u b a t i o n s  I n c r e a s e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  In a d o s e - d e p e n d e n t  
m a n n e r .  T h e  r e s p o n s e  t o  s e r o t o n i n  was  m e d i a t e d  by a s e r o t o n l n - 1  
r e c e p t o r ,  which may n o t  be  a s s o c i a t e d  w i t h  a d e n y l a t e  c y c l a s e .  A n a l y s i s  
o f  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  u s i n g  h i g h  p e r f o r m a n c e  I I q u l d  c h r o m a t o g r a p h y  
d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s e r o t o n i n ,  a n d  s h o w e d  t h a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s e r o t o n i n  v a r i e d  w i t h  t h e  s t a g e  o f  l u t e a l  d e v e lo p m e n t .  
A d m i n i s t r a t i o n  o f  s e r o t o n i n  Xtt v I v o  r e s u l t e d  In s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  
l e v e l s  o f  p l a s m a  p r o g e s t e r o n e ,  w h i c h  w e r e  I n d e p e n d e n t  o f  c h a n g e s  In 
l u t e i n i z i n g  hormone.
These  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  t h a t  a v a r i e t y  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  
I n f l u e n c e  b o v in e  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s .
REVIEW OF THE LITERATURE
Neural Control jq±  Reproductive Function
Most ,  I f  n o t  a l l ,  r e p r o d u c t i v e  f u n c t i o n s  a r e  c o n t r o l l e d  by hormonal  
a n d  n e u r a l  I n f l u e n c e s .  W h i l e  t h e  h o r m o n a l  c o n t r o l  o f  r e p r o d u c t i v e  
f u n c t i o n  h a s  r e c e i v e d  t h e  m o s t  a t t e n t i o n  ( r e v i e w e d  by H a n s e l  e t a l . ,  
1973;  NIswe nde r  e t  a l . ,  1985) t h e  ne r v o u s  s y s t e m  has  been I m p l i c a t e d  In 
c o n t r o l l i n g  a v a r i e t y  of  r e p r o d u c t i v e  p r o c e s s e s  I n c l u d i n g :  g o n a d o t r o p i n  
s e c r e t i o n  ( r e v i e w e d  by N au m e n k o ,  1 9 8 5 ) ,  c y c l i c i t y  ( H i l l ,  1 9 4 9 ,  19 6 2 ;  
G e l d e r d  a n d  P e p p e r ,  1 9 7 9 ) ,  p r e p u b e r a l  o v a r i a n  d e v e l o p m e n t  ( Ag ua do  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ;  A g uad o  a n d  O j e d a ,  1 9 8 4 a ;  B e n - J o h n a t h a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) ,  
f o l l i c u l a r  d e v e l o p m e n t  ( B r in k  and  Grob,  1972;  Grob,  1974;  B ur de n ,  1978; 
C u r r y  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  o v u l a t i o n  ( r e v i e w e d  by B a h r  e t  a l - ,  1 9 7 4 ) ,  o v a r i a n  
s t e r o i d o g e n e s i s  (Condon and B l a c k ,  1976; Godk ln  e t  a l . ,  1977;  Kawakaml 
e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  W e i s s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  c o m p e n s a t o r y  o v a r i a n  h y p e r t r o p h y  
( G e re n d a l  e t  a l . ,  1978;  Moger and Anakwe, 1986) ,  p re g na nc y  ( r e v i e w e d  by 
B u r d e n ,  1 9 7 8 ) .  p a r t u r i t i o n  ( r e v i e w e d  by B u r d e n ,  197 8 ;  M a l t t e r ,  19 8 4 ;  
Legr and  and M a l t l e r ,  1986),  u t e r i n e  and o v l d u c t a l  m o t i l i t y  ( r e v i e w e d  by 
B l a c k ,  1 9 7 9 ) ,  u t e r i n e  and  o v a r i a n  b l o o d  f l o w  ( r e v i e w e d  by F o r d ,  1 9 8 5 ) ,  
p u b e r t y  ( r e v i e w e d  by F o s t e r  e t  a l . .  1 9 8 5 ) ,  a n d  s e a s o n a l  r e p r o d u c t i o n  
( r e v i e w e d  by L i n c o l n ,  1984).
T h e  f o l l o w i n g  r e v i e w  o f  t h e  l i t e r a t u r e  I s  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  
r e l a t i o n s h i p  be t w e e n  t h e  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m  and t h e  r e g u l a t i o n  o f  
o v a r i a n  f u n c t i o n .  More s p e c i f i c a l l y ,  t h e  m a j o r  f o c u s  o f  t h e  f o l l o w i n g
1
2I l + e r a + u r e  r e v i e w  and t h e  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  p e r f o r m e d .  I s  c o n c e r n e d  
w i t h  e l u c i d a t i n g  t h e  r o l e  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  In t h e  c o n t r o l  o f  
s t e r o i d o g e n e s i s  by t h e  c o r p u s  Iuteum.
N eura l  I n n e r v a t i o n  .of lilfi Mammal Ian R e p r o d u c t i v e  T r a c t  and Ovary
The mammal ian  r e p r o d u c t i v e  t r a c t  I s I n n e r v a t e d  by b o t h  s y m p a t h e t i c  
and  p a r a s y m p a t h e t i c  co m po n en t s  o f  t h e  a u t o n o m i c  n e r v o u s  sy s t e m  ( r e v i e w e d  
by Bel  I ,  1 9 7 2 ;  B l a c k ,  1 9 7 4 ,  1 9 7 9 ) .  B o t h  n o r a d r e n e r g i c  a n d  c h o l  I n e r g l c  
n e r v e  f i b e r s  I n n e r v a t e  t h e  v a s c u l a r  and n o n v a s c u l a r  sm oot h  m u sc le  o f  t h e  
o v i d u c t s ,  u t e r u s ,  c e r v i x  a n d  v a g i n a  ( r e v i e w e d  by P a p k a  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
The s y m p a t h e t i c  component  o f  t h e  a u t o n o m i c  n e r v o u s  s y s t e m  I n n e r v a t i n g  
t h e  r e p r o d u c t i v e  t r a c t  a r i s e s  from t h e  h y p o g a s t r i c  n e r v e s  (Br ud l n ,  1965; 
S j o b e r g ,  1 9 6 7 ;  M a r s h a l l ,  1 9 7 0 ;  B e l l ,  19 72)  w h i l e  p a r a s y m p a t h e t i c  
I n n e r v a t i o n  a r i s e s  from t h e  p e l v i c  n e r v e  ( S c h o f i e l d ,  1952;  C a r l s o n  and 
D eF eo ,  1 9 6 5 ;  M a r s h a l l ,  1 9 7 0 ) .  The m a m m a l i a n  o v i d u c t  a l s o  r e c e i v e s  
s y m p a t h e t i c  I n n e r v a t i o n  v i a  t h e  I n f e r i o r ,  m i d d l e  and s u p e r i o r  o v a r i a n  
n e r v e s  ( M i t c h e l l ,  1938; M a r s h a l l ,  1970; B e l l ,  1972).  The r e p r o d u c t i v e  
s y s t e m  I s  more  h i g h l y  I n n e r v a t e d  by n o r a d r e n e r g i c  t h a n  c h o l i n e r g i c  n e r v e  
f i b e r s  (Owman, 1967;  S j o b e r g ,  1967; B l a c k ,  1974,1979) .  The d i s t r i b u t i o n  
o f  n o r a d r e n e r g i c  and c h o l i n e r g i c  n e r v e  f i b e r s  s u p p l y i n g  t h e  r e p r o d u c t i v e  
t r a c t  f o l l o w s  a  s i m i l a r  p a t t e r n  a c r o s s  mammal ian  s p e c i e s ,  a l t h o u g h  t h e  
d e g r e e  o f  I n n e r v a t i o n  v a r i e s  w i d e l y  among s p e c i e s  ( r e v i e w e d  by B l a c k ,  
1 9 7 4 ,  1 9 7 9 ;  P a p k a  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
As In t h e  r e p r o d u c t i v e  t r a c t ,  t h e  o v a r y  I s  I n n e r v a t e d  by b o t h  
n o r a d r e n e r g i c  a n d  c h o l i n e r g i c  n e r v e  f i b e r s  ( r e v i e w e d  by B a h r  e t  a l . ,  
1 9 7 4 ) .  The o v a r y  r e c e i v e s  s y m p a t h e t i c  I n n e r v a t i o n  f r o m  t w o  m a i n  
s o u r c e s ,  t h e  s u p e r i o r  o v a r i a n  n e r v e ,  which  t r a v e l s  a l o n g  t h e  s u s p e n s o r y  
l i g a m e n t  and t h e  p le xu s  n e r v e  which a c c o m p a n i e s  t h e  o v a r i a n  a r t e r y  In
3t h e  o v a r i a n  p l e x u s  ( L a w r e n c e  and  B u r d e n ,  1 9 8 0 ) .  N e r v e  f i b e r s  o f  t h e  
o v a r i a n  p l e x u s  t e r m i n a t e  p r i m a r i l y  on b lo o d  v e s s e l s  w h i l e  t h o s e  o f  t h e  
s u p e r i o r  o v a r i a n  n e r v e  t e r m i n a t e  o n  b l o o d  v e s s e l s  a n d  t h e  s t e r o i d  
p r o d u c i n g  c e l l s  o f  t h e  I n t e r s t i t i a l  g l a n d  ( Law ren ce  and Bu rd en ,  1980).  
S y m p a t h e t i c  n e r v e  f i b e r s  a r i s i n g  f r o m  t h e  s u p e r i o r  o v a r i a n  n e r v e  
I n n e r v a t e  t h e  t h e c a  b u t  n o t  t h e  g r a n u l o s a  c e l l  l a y e r  o f  o v a r i a n  
f o l l i c l e s  (B urden ,  1972; U n s l c k e r ,  1974 ;  W a l l e s ,  1975,  1978;  S t e f e n s o n  
e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  In a d d i t i o n ,  t h e  c o r p u s  I u t e u m  I s  d e v o i d  o f  
n o r a d r e n e r g i c  I n n e r v a t i o n  (Burden,  1972;  U n s l c k e r ,  1974; B l a c k ,  1979).
C h o l i n e r g i c  I n n e r v a t i o n  o f  t h e  mammal ian  o v a r y  a p p e a r s  t o  a r i s e  f rom 
t h e  v a g u s  n e r v e  ( H i l l ,  1 9 6 2 ;  L e P e r e  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  B u r d e n  a n d  L a w r e n c e ,  
1 9 7 8 ) .  b u t  p a r a s y m p a t h e t i c  I n n e r v a t i o n  f r o m  t h e  h y p o g a s t r i c  ( S t o h r ,  
1 9 5 7 )  a n d  o v a r i a n  p l e x u s  ( B u r d e n  e t  a l . ,  1 9 7 8 )  h a s  a l s o  b e e n  
d e m o n s t r a t e d .  C h o l i n e r g i c  I n n e r v a t i o n  o f  t h e  o v a r y  I s  l e s s  d e v e l o p e d  
b u t  h a s  t h e  sa m e  d i s t r i b u t i o n  a s  n o r a d r e n e r g i c  f i b e r s  i n n e r v a t i n g  b lood 
v e s s e l s ,  o v a r i a n  s t r o m a  a n d  t h e  f o l  I I c u l a r  wal  I ,  b u t  n o t  t h e  c o r p u s  
I u t e u m  ( J a c o b o r w l t z  a n d  Wal l a c h .  1 9 6 7 ;  Owman e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  Wal l e s  e t  
a l . ,  1 9 7 6 ;  B u r d e n  a nd  L a w r e n c e ,  1 9 7 8 ;  B l a c k ,  1 9 7 9 ;  S t e f e n s o n  e t  a l . ,
1 9 8 1 ) .  As In t h e  r e p r o d u c t  1ve t r a c t ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s y m p a t h e t I c  
and p a r a s y m p a t h e t i c  n e r v e  f i b e r s  s u p p l y i n g  t h e  o v a r y  t e n d s  t o  f o l l o w  a 
s i m i l a r  p a t t e r n  among s p e c i e s ,  a l t h o u g h  t h e  d e g r e e  o f  I n n e r v a t i o n  does  
v a r y  ( B a h r  e t  a l . ,  1974;  B u r d e n ,  1 9 7 9 ;  S t e f e n s o n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
R e c e n t l y  a v a r i e t y  o f  o t h e r  b t o g e n r c  am in es  and  n e u r o a c t i v e  p e p t i d e s  
have  been o b s e r v e d  In mammal ian  r e p r o d u c t i v e  o r g a n s .  Th es e  compounds 
I n c l u d e  d o p a m i n e  ( F a r r a r  e t  a l . .  1 9 8 0 ;  Van O r d e n  e t  a l . .  1 9 8 0 ;  B a h r  a n d  
B e n - J o h n a th a n  1981 ;  B e n -J o h n a th a n  e t  a l . ,  1984) ,  e p i n e p h r i n e  (Wurtman e t  
a l . ,  1963 ;  Van O r d e n  e t  a l . .  1 9 8 0 ;  B a h r  a n d  B e n - J o h n a t h a n  1 9 8 5 ) .
4s e r o t o n i n  ( C l a u s e l l  a n d  S o l l m a n ,  1 9 7 8 ;  B a + t l s + a  e t  a l . .  1 9 8 7 a ) ,  
s u b s t a n c e  P ( M a k r l s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  D ee s  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  O j e d a  e t  a l . ,  19 8 5 ;  
P a p k a  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) ,  v a s o a c t i v e  I n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( L a r s s o n  e t  a l . ,  
1 9 7 7 ;  Aim e t  a l . ,  1 9 8 0 a ,  b ;  H a k a n s o n  e t  a l ,  1 9 8 2 ) ,  g am ma -am  I n o b u t y r  I c  
a c l d  (Del R i o  a n d  Cab a  I I e r o ,  19 8 0 ;  Del R i o ,  1 9 8 1 ;  E r d o  e t  a l . .  19 8 2 ;  
S c h a f f e r  and  Hsueh,  1982),  £ - e n d o r p h i n  o p i a t e s  (Tsong e t  a l . ,  1982a .b;  
Aim e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  LIm e t  a l - ,  19 8 3 ;  L o l a l t  e t  a l ,  1 9 8 5 ) ,  n e u r o p e p t i d e  
t y r o s i n e  ( S t e r n q u l s t  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  T r a u r l g  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  P a p k a  e t  a l . ,
1 9 8 5 ) ,  n e u r o p e p t i d e  Y ( S t e r n q u l s t  e t  a l . .  1 9 8 3 ;  B l a n k  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) ,  
o x y t o c i n ,  o x y t o c i n - a s s o c i a t e d  n e u r o p h y s l n ,  v a s o p r e s s i n  ( W a t h e s  a nd  
Sw a n n ,  1 9 8 2 ;  W a t h e s  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  W a t h e s ,  1 9 8 3 ) ,  a n d  r e l a x t n  ( r e v i e w e d  
by Sherwood and Downing,  1983).
The r o l e  o f  t h e s e  c o m p o u n d s ,  a s  wel  I a s  n o r e p i n e p h r i n e  a n d  
a c e t y l c h o l i n e ,  In t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  s t e r o i d o g e n e s i s  w i l l  be  
a d d r e s s e d  In a s u b s e q u e n t  p o r t i o n  o f  t h i s  l i t e r a t u r e  r e v i e w .
THE CORPUS LUTEUM
The mammal I an  c o r p u s  I u t e u m  (CL) I s  a t r a n s i e n t  e n d o c r i n e  g l a n d  
wh ich  was f i r s t  o b s e r v e d  by V o lc h e r u s  C o l t e r  In 1573 and l a t e r  named as  
s u c h  by M a r c e l  lo  M a l p i g h i  In 1697 d ue  t o  I t s  y e l  low a p p e a r a n c e  Tn t h e  
cow. The e a r l y  s t u d i e s  o f  F ra en k e l  and  Cohn (1901)  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  
CL was e s s e n t i a l  f o r  m a i n t e n a n c e  o f  p r e g n a n c y  In r a b b i t s  a n d  t h a t  I t  
a p p e a r e d  t o  m e e t  t h e  c r i t e r i a  o f  b e i n g  an e n d o c r i n e  g l a n d .  In 1917 Loeb 
r e p o r t e d  t h a t  g u i n e a  p i g s  r e q u i r e d  a CL f o r  ova t o  Induce d e v e l o p m e n t  
o f  t h e  p l a c e n t a .  L a t e r ,  Co r ne r  and A l l e n  (1929 .1930)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
an  a c t i v e  p r i n c i p l e  c o u l d  be o b t a i n e d  f rom t h e  CL and t h e  t e r m  p r o g e s t i n
5w a s  u s e d  t o  d e s  I g n a t e  t h i s  I I p I d -  s o l u b l e  s u b s t a n c e .  The  s t r u c t u r e  o f  
p r o g e s t e r o n e  was  l a t e r  d e t e r m i n e d  by S l o t t a  e t  a l .  ( 1 9 3 4 ) .  S u b s e q u e n t  
r e s e a r c h  has  s o u g h t  t o  d e s c r i b e  t h e  hormona l  c o n t r o l  o f  CL f u n c t i o n .
F o r m a t i o n  o f  t h e  CL I s  d e p e n d e n t  o n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a n d  
b i o c h e m i c a l  t r a n s f o r m a t i o n  o f  f o l l i c u l a r  t h e c a  and g r a n u l o s a  c e l l s  I n t o  
l u t e a l  c e l l s  ( G l e r  and  Ma r lo n .  1961;  Dona ldson  and H a n s e l ,  1965a) .  T h i s  
t r a n s f o r m a t i o n  o f  f o l l i c u l a r  c e l l s  I n t o  l u t e a l  c e l l s  I s  d e p e n d e n t  upon 
t h e  p r e o v u l a t o r y  s u r g e  o f  t h e  p i t u i t a r y  g o n a d o t r o p i n s ,  l u t e i n i z i n g  
h o r m o n e  (LH) a n d  f o l l i c l e - s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  (FSH) ( r e v i e w e d  by 
C h a n n f n g  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  In t h e  c o w ,  t h e  w e i g h t  a n d  p r o g e s t e r o n e  ( P 4 ) 
c o n t e n t  o f  t h e  CL I n c r e a s e  r a p i d l y  b e t w e e n  days  3 and  12 o f  t h e  e s t r o u s  
c y c l e  ( e s t r u s = d a y  0) and r e m a i n  r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  u n t i l  day 16 (Erb e t  
a l . ,  1 9 7 1 ) .  A t  t h i s  t i m e  l u t e o l y s l s ,  o r  r e g r e s s i o n  o f  t h e  CL, o c c u r s  
f o l l o w e d  by f o l l i c u l a r  r e c r u i t m e n t ,  o v u l a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  CL 
d e v e l o p m e n t  ( r e v i e w e d  by Hansel  e t  a l . ,  1973).
Two d i s t i n c t  p o p u l a t i o n s  o f  l u t e a l  c e l l s  have  been  I d e n t i f i e d  In a 
v a r i e t y  o f  s p e c i e s  s u c h  a s  t h e  p i g  ( C o r n e r ,  1 9 1 9 ) ,  cow ( F o l e y  a n d  
G r e e n s t e l n .  1 9 5 8 ) .  human ( G l l l l m  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) ,  s h e e p  ( W a r b r l t t o n ,  
1 9 3 4 ) .  r a t  ( W i l k i n s o n  e t  a l - ,  1 9 7 6 ) ,  w h i t e - t a i l e d  d e e r  ( S I n h a  e t  a l - ,  
1971) ,  w h i t e  w h a l e  (Mossman and Duke, 1973) ,  and r h e s u s  monkey ( G ul ya s  
e t  a l . ,  1979).  T h e r e  I s  c o n t r a d i c t o r y  e v i d e n c e  on t h e  f o l l i c u l a r  o r i g T n  
o f  t h e s e  t w o  c e l l  t y p e s ,  d e s i g n a t e d  s m a l l  a n d  l a r g e  l u t e a l  c e l l s .  
S e v e r a l  h i s t o l o g i c a l  s t u d i e s  on t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  b o v in e  CL s u g g e s t  
t h a t  l u t e a l  c e l l s  a r e  d e r v l v e d  f rom b o th  c e l l  t y p e s  o f  t h e  f o l l i c l e ,  t h e  
g r a n u l o s a  g i v i n g  r i s e  t o  l a r g e  l u t e a l  c e l l s  and t h e  t h e c a  c e l l s  t o  t h e  
s m a l l  l u t e a l  c e l l s  (McNutt .  1924; F o le y  and G r e e n s t e l n .  1958; G l e r  and 
M a r l o n ,  1961; D on a l ds o n  and  H an se l ,  1965b) .  However ,  In t h e  ewe and  cow
6I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  s o m e  o f  t h e s e  l a r g e  c e l  I s  a r i s e  f r o m  s m a l  I 
c e l l s  ( W a r b r l t t o n ,  1 9 3 4 ;  D o n a l d s o n  a n d  H a n s e l ,  1 9 6 5 b ,  F I t z  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ) .  R e c e n t l y ,  a s t u d y  u t i l i z i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  
a g a i n s t  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  o f  s m a l l  a n d  l a r g e  l u t e a l  c e l l s  w as  
c o n d  u c t e d  t o  d e t e r m  I n e  t h e  c o n t r  I b u t  I on o f  fol  I l eu  I a r  ce l  I s  t o  bov Ine  
l u t e a l  c o m p o s  1 1 I o n  ( A l I  I a  a n d  H a n s e 1 , 1 9 8 4 ) .  T h e s e  a u t h o r s  r e p o r t e d  
t h a t  l a r g e  c e l  I s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  g r a n u l o s a  whl  l e  m o s t  o f  t h e  sm a l  I 
c e l  I s  w e r e  o f  t h e c a l  o r i g i n ,  and  t h a t  s o m e  sm a l  I c e l  I s  d e v e l o p e d  I n t o  
l a r g e  c e l l s  a s  t h e  age o f  t h e  CL I n c r e a s e d .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e y  o b s e r v e d  
t h a t  g r a n u l o s a - d e r l  ved ce l  I s  d i s a p p e a r e d  d u r i n g  e a r l y  p r e g n a n c y  w h i l e  
c e l l s  o f  t h e c a l  o r i g i n  p e r s i s t e d  t h r o u g h o u t  p reg na ncy .
M o r p h o l o g i c a l l y ,  l a r g e  l u t e a l  c e l l s  a r e  g e n e r a l l y  s p h e r i c a l  In s h a p e  
and t h e i r  d i a m e t e r  g r e a t e r  t h a n  2 0  urn, w h i l e  s m a l l  l u t e a l  c e l l s  have  a 
s t e l l a t e  a p p e a r a n c e  and hav e  a c e l l  d i a m e t e r  of  10-20  urn ( P r l e d k a l n s  and  
W e b e r .  1 9 6 8 ;  K o o s  a n d  H a n s e l ,  1 9 8 1 ;  F I t z  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  
UI t r a s t r u c t u r a l  I y,  bo th  sm a l l  and  l a r g e  l u t e a l  c e l l s  c o n t a i n  a b u n d a n t  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  n u m e r o u s  m i t o c h o n d r i a  ( N I s w e n d e r  e t  a l . ,
1 9 8 5 ) ;  f e a t u r e s  w h i c h  a r e  c h a r a c t e r I s t l c  o f  s t e r o l  d o g e n I c a l I y  a c t  I v e  
c e l l s  ( C h r i s t e n s e n  and G l l l l m .  1969; S a v a r d ,  1973).  L a r g e  l u t e a l  c e l l s  
a l s o  h a v e  f e a t u r e s  w h i c h  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  a  p r o t e i n  s e c r e t i n g  
f u n c t i o n ,  such  a s  nume rous  Golg l  c o m p le x e s ,  rough e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
and  s e c r e t o r y  g r a n u l e s  (NI sw end er  e t  a l . ,  1985).  Th es e  e l e c t r o n  d e n s e  
s e c r e t o r y  g r a n u l e s  a r e  n o t  c h a r a c t e r  1 s t TcaI ly  f o u n d  In sm a l  I l u t e a l  
c e l  I s  a l t h o u g h  t h e s e  c e l  I s  do  c o n t a i n  l a r g e  n u m b e r s  o f  I I p i d  d r o p l e t s  
( O ' S h e a  e t  a l . ,  1 97 9 ;  Koos  a n d  H a n s e l .  1 9 8 1 ;  C h e n g l n l  e t  a l . ,  19 8 4 ;  
R o d g e r s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  N I s w e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
A l t h o u g h  t h e  f o l  I I c u l a r  o r i g i n  o f  s m a l  I and  I a r g e  I u t e a  I c e l  I s  I s
7c o n t r o v e r s i a l ,  t h e  d i s t i n c t  s t e r o i d o g e n i c  c a p a c i t i e s  of  t h e s e  tw o  c e l l  
t y p e s  I s  more w i d e l y  a c c e p t e d .  D i f f e r e n c e s  In s t e r o i d o g e n i c  a c t i v i t y  
b e t w e e n  sm a l  I a n d  l a r g e  l u t e a l  c e l  I s  w as  f i r s t  r e p o r t e d  by  Leman and  
L o i r  ( 1 9 7 7 ) .  T h ey  f o u n d  t h a t  t h e  b a s a l  r a t e  o f  P4 s e c r e t i o n  by l a r g e  
c e l  I s  w as  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  s m a l  I c e l  I s ,  a n d  sm a l  I c e l  I s  w e r e  mor e  
r e s p o n s i v e  t o  LH- S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  now b e e n  r e p o r t e d  u t i l i z i n g  
l u t e a l  c e l l  p r e p a r a t i o n s  f rom t h e  cow (U r se ly  and Leymar le-  1979;  Koos 
a n d  H a n s e l ,  1 9 8 1 ) ,  ewe  ( F I t z  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  R o d g e r s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  and  
r a b b i t  ( H o y e r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  T h u s ,  b o t h  l a r g e  a n d  smal  I c e l  I s  s e c r e t e  
P4 , b u t  t h e  r e g u l a t i o n  o f  s t e r o i d o g e n e s i s  In t h e  tw o  c e l l  t y p e s  ap p e a r s  
t o  be  q u i t e  d i f f e r e n t .  In t h e  u n s t l m u l a t e d  s t a t e ,  I a r g e  I u t e a I  ce I I s 
s e c r e t e  a p p r o x  I m a t e l y  20 t i m e s  a s  much P4 a s  d o  s m a l l  c e l l s  ( F I t z  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h a t  LH c a n  s t i m u l a t e  P4 p r o d u c t i o n  In s m a l l  c e l l s  I s  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  s m a l l  c e l l s  c o n t a i n  more r e c e p t o r s  f o r  
LH t h a n  do l a r g e  c e l  I s  ( F I t z  e t  a l - ,  1 9 8 2 ) .  In c o n t r a s t ,  r e c e p t o r s  f o r  
p r o s t a g l a n d i n s  ( F I t z  e t  a l . ,  1982)  a n d  e s t r a d i o l  ( G l a s s  e t  a l . ,  1984) 
a r e  more  a b u n d a n t  on l a r g e  c e l l s .  In a d d i t i o n  t o  LH. s t e r o i d o g e n e s i s  In 
s m a l l  c e l l s  c a n  b e  s t i m u l a t e d  by d l b u t y r y l  cAMP o r  by a g e n t s  t h a t  
a c t i v a t e  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  such a s  c h o l e r a  t o x i n  and  f o r s k o l I n  ( F I t z  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ;  R o d g e r s  e t  a l . ,  19 8 3 ;  H o y e r  e t  a l . ,  1984) .  T h e r e f o r e ,  
s t e r o l d o g e n e s l s  I n s m a l l  c e l l s  a p p e a r s  t o  be r e g u l a t e d  t h r o u g h  a cAMP- 
m e d l a t e d  mechan i sm.  The m e c h a n i s m s  r e g u l a t i n g  s t e r o i d  p r o d u c t i o n  In 
l a r g e  l u t e a l  c e l l s  a r e  n o t  c l e a r .  P r o s t s a g l a n d  I n s  E j . E2 and I2  enhance 
P4 p r o d u c t i o n  by l a r g e  c e l l s  ( F I t z  e t  a l . ,  1 9 8 4 a . b )  w h i l e  d l b u t y r y l  
cAMP, c h o l  e r a  t o x  Tn a n d  f o r s k o l  In a r e  I n e f  f e e t  I v e  In s t i m u l a t i n g  P4 
p r o d u c t i o n  by l a r g e  c e l  I s  ( F I t z  e t  a l . .  1982 ;  F i t z  e t  a l . ,  1 9 8 4 a ;  Hoyer  
e t  a l . ,  1 9 8 4 , 1 9 8 6 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  a m e c h a n i s m  o f  s i g n a l
8t r a n s d u c t i o n  which I s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  a d e n y l a t e  c y c l a s e .
LUTEOTROPISM
A l u t e o t r o p l n  I s  a s u b s t a n c e  which  can m a i n t a i n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  
a nd  b i o c h e m i c a l  I n t e g r i t y  o f  t h e  CL. The  l u t e o t r o p l n  v a r i e s  among 
s p e c i e s  a n d  may c o n s i s t  o f  a s i n g l e  h o r m o n e  o r  a  c o m p l e x  o f  h o r m o n e s .  
F o r  e x a m p l e ,  p r o l a c t i n  (PRL),  FSH a n d  LH a r e  r e q u i r e d  f o r  l u t e a l  
m a i n t e n a n c e  In t h e  h a m s t e r  (G r e e n w a ld ,  1967,  1973) and mouse (Cho redary  
and  G r e e n w a l d ,  1 9 6 9 ;  H i l l i a r d .  19 73 )  w h i l e  PRL, LH a n d  e s t r a d i o l  a r e  
r e q u i r e d  In t h e  r a t  ( H i l l i a r d ,  1973).  In m o s t  c a s e s  t h e  l u t e o t r o p l n  I s  
of  p i t u i t a r y  o r lg T n ;  however -  e s t r o g e n  I s l u t e o t r o p i c  In some s p e c i e s  
such a s  t h e  r a b b i t  (Keyes  and N a l b a nd o v ,  1967) and r a t  ( H i l l i a r d ,  1973).  
I n t h e  cow and  e w e  LH a l o n e  a p p e a r s  t o  be t h e  m a j o r  I u t e o t r o p l  n. Th I s 
c o n c l u s i o n  I s  b as ed  upon a v a r i e t y  o f  s t u d i e s  u t i l i z i n g  I n  v i v o  and In.  
v i t r o  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s .  In t h e  cow and ewe c o r p o r a  I u t e a  e i t h e r  f a l l  
t o  fo rm o r  r e g r e s s  f o l l o w i n g  hy pophysec tomy a t  o v u l a t i o n  o r  m i d - c y c l e ,  
( A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  K a l t e n b a c h  e t  a l . ,  1 9 6 8 a )  a nd  t h e  e f f e c t s  o f  
hypophysec tomy can be  r e v e r s e d  by t h e  I n f u s i o n  o f  LH ( K a l t e n b a c h  e t  a l . ,
1 9 6 8 b ) .  T h e  I n  v I v o  a d m i n i s t r a t i o n  o f  LH c a n  o v e r c o m e  t h e  I u t e o l  y t l  c 
e f f e c t s  o f  o x y t o c i n  In t h e  cow (S immons and H a n s e l ,  1964; Donaldson and 
Ha n se l .  1965b) and c a n  p r o lo n g  t h e  l i f e s p a n  o f  t h e  CL ( W l l t b a n k  e t  a l . .  
1 9 6 1 ;  D o n a l d s o n  a n d  H a n s e l ,  1 9 6 5 b ;  S e g u l n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  In 
h y s t e r e c t o m i z e d  h l e f e r s  LH i n c r e a s e d  t h e  t o t a l  c o n t e n t  and c o n c e n t r a t i o n  
o f  P4 In t h e  CL ( B r u n n e r  e t  a l . .  19 69) .  w h i l e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n t i s e r a  
t o  LH r e s u l t e d  In p r e m a t u r e  r e g r e s s i o n  o f  t h e  CL In t h e  cow (Sn oo k  e t  
a l . ,  1969) and ewe ( F u l l e r  and H a n s e l ,  1970).  In v i t r o , t h e  a d d i t i o n  o f
9p u r i f i e d  LH e n h a n c e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4 ( M a s o n .  1 9 6 2 ;  S a v a r d  e t  a l . .  
19 65 ;  A r m s t r o n g  a n d  B l a c k .  1 9 6 6 ;  S e l f a r t  a n d  H a n s e l .  1 9 6 8 ) ,  w h l l e  t h e  
a d d i t i o n  o f  LH a n t f s e r a  e l  I m l n a t e s  t h i s  r e s p o n s e  ( S e l f a r t  a n d  H a n s e l ,  
1968) .
A l th ou g h  LH has  r e c e i v e d  a c o n s i d e r a b l e  amou nt  o f  a t t e n t i o n  a s  t h e  
p r i m a r y  l u t e o t r o p l n ,  a n  I n c r e a s i n g  body  o f  l i t e r a t u r e  h a s  e m e r g e d  
c o n c e r n i n g  t h e  r o l e  o f  o t h e r  s u b s t a n c e s  In t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  
f u n c t i o n .  The f o l l o w i n g  r e v i e w  o f  t h e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n s  t h e s e  o t h e r  
f a c t o r s  w h i c h  may h a v e  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  In t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  
s t e r o l d o g e n e s l s .
FACTORS INFLUENCING OVARIAN FUNCTION
C a t e c h o l a m i n e s
The  p r i m a r y  p a t h w a y  c a t e c h o l a m i n e s ,  n o r e p i n e p h r i n e  (NE) and  
e p i n e p h r i n e  (E),  can s t i m u l a t e  t h e  In v I t r o  b i o s y n t h e s i s  o f  cAMP and P4 
by l u t e a l  t i s s u e  from a v a r i e t y  o f  s p e c i e s :  cow (Condon and B l a c k ,  1976; 
G o dk ln  e t  a l . ,  1 97 7 ;  M t l v a e  a n d  H a n s e l  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  r a t  ( H a r w o o d  e t  
a l . ,  1 9 7 9 ;  R a t n e r  e t  a l . ,  198 0 ;  N o r j a v a a r a  e t  a l . .  1 9 8 2 ) ,  r a b b i t  
( B I r n b a u m e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) ,  e w e  ( J o r d a n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  a n d  sow ( P e r k i n s  
e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  In a d d i t i o n  t h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  c a t e c h o l a m i n e s  
o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  a n d  d e o x y e p I n e p h r I n e  c a n  a l s o  e n h a n c e  P 4 
p r o d u c t i o n  by b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  ( B a t t i s t a  a n d  Co n d o n ,  1 9 8 6 b ) .  In 
c o n t r a s t  t o  t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  I n  t h e  
a f o r e m e n t i o n e d  s p e c i e s ,  t h e  CL o f  t h e  m a r e  (C on do n  e t  a l . ,  1979)  a nd  
human ( R i c h a r d s o n  a n d  M a s s o n ,  1984)  a r e  r e f r a c t o r y  t o  s t i m u l a t i o n  by 
exogenous  a d r e n e r g i c  a g o n i s t s .
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I n v i v q . t h e  I n f u s i o n  o f  NE, E o r  t h e  ^ - a d r e n e r g i c  a g o n i s t  
I s o p r o t e r n o l  ( ISO) e l e v a t e d  p l a s m a  P4  c o n c e n t r a t i o n s  In t h e  e w e  ( B o l t  
and R o l l i n s ,  1976) ,  w h i l e  I n f u s i o n  o f  NE I n c r e a s e d  cAMP l e v e l s  In t h e  CL 
o f  t h e  r a t  ( N o r j a v a a r a  e t  a l , ,  1 9 8 3 ) .  In  c o n t r a s t ,  i n .  v I v o  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  NE a n d  ISO w as  I n e f f e c t i v e  In s t i m u l a t i n g  o v a r i a n  
s t e r o i d o g e n i c  a c t i v i t y  In e s t r o u s  r a t s ,  a l t h o u g h  f e n o t e r o l ,  a ^ -  
a d r e n e r g i c  a g o n i s t ,  r e s u l t e d  In e n h a n c e d  P4 p r o d u c t i o n  ( Z s o l n a l  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ) .  I n f u s i o n  o f  E In  e a r l y  p r e g n a n t  women I n c r e a s e d  p l a s m a  P4 
( F y l l l n g ,  1971a) ,  b u t  t h e s e  e f f e c t s  may have been due t o  s t i m u l a t i o n  o f  
p l a c e n t a l  P4 p r o d u c t i o n ,  r a t h e r  t h a n  a d i r e c t  e f f e c t  on l u t e a l  f u n c t i o n  
( F y l l l n g ,  1 9 7 1 b ;  F I I n t  e t  a l . .  1 9 7 4 ;  C s a p o a n d  H e r c z e g ,  1 9 77 ) .  Th I s 
p o s s i b i l i t y  I s  s u p p o r t e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  human  l u t e a l  t i s s u e  I s  
u n r e s p o n s i v e  t o  c a t e o c h o I  am I n e s  In v i t r o , a s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  
( R i c h a r d s o n  and Masson,  1980;  C a sp er  and  C o t t e r e l l ,  1984) .  I n f u s i o n  o f  
ISO o r  t h e ^ > - a d r e n e r g l c  a n t a g o n i s t  p r o p r a n o l o l  In p s u e d o p r e g n a n t  r a b b i t s  
d i d  n o t  a l t e r  l u t e a l  f u n c t i o n  ( G a d s b y  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e s e  a u t h o r s  
s u g g e s t e d  t h a t  en dog en ou s  c a t e c h o l a m i n e s  a r e  n o t  I n v o l v e d  In t h e  In v i v o  
s t i m u l a t i o n  o f  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s .  In t h e  cow,  a d m i n i s t r a t i o n  o f  NE 
and E s f g n l f I c a n t l y  e l e v a t e d  p la sm a  P4  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h u s  s u p p o r t i n g  a 
r o l e  f o r  e n d o g e n o u s  c a t e c h o l a m i n e s  In t h e  c o n t r o l  o f  b o v i n e  l u t e a l  
f u n c t i o n  ( B a t t i s t a  e t  a l . ,  1987b).
C a t e c h o l a m i n e s  a c t  d i r e c t l y  on l u t e a l  c e l l s ,  s i n c e  f i b r o b l a s t s  and 
e r y t h r o c y t e s  s e p a r a t e d  f rom  ewe l u t e a l  c e l l  s u s p e n s i o n s  d id  n o t  p r o d u c e  
s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  cAMP fn r e s p o n s e  t o  E ( J o r d a n  e t  a l . -  1 9 7 8 ) .  
A d r e n e r g i c  a g e n t s  a r e  t h o u g h t  t o  I n d u c e  cAMP a n d  s u b s e q u e n t  P4 
p r o d u c t  I on  by b i n d i n g  t o  s p e c  I f I c  r e c e p t o r s  I n I u t e a l  c e  I I m e m b r a n e s  
( L e f k o w l t z ,  1976).  I n i t i a l  s u p p o r t  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  I s  s u g g e s t e d  by
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t h e  f i n d i n g  t h a t  p r o p r a n o l o l  c a n  b l o c k  t h e  c a t e c h o l  a m I n e - I n d u c e d  
I n c r e a s e  In l u t e a l  cAMP a nd  P4 In t h e  cow (C o n d o n  a n d  B l a c k ,  19 7 6 ;  
G o d k l n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  r a t  ( H a r w o o d  e t  a l - ,  1 9 8 0 a ;  N o r j a v a a r a  e t  a l . ,
1 9 8 2 ) ,  a n d  ewe  ( J o r d a n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e s e  r e s u l t s  n o t  o n l y  s u g g e s t  
s p e c i f i c  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s ,  b u t  a l s o  t h a t  t h e y  a r e  o f  t h e j > -  
a d r e n e r g l c  t y p e .  R a d i o l i g a n d  b i n d i n g  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  
p r e s e n c e  o f  ^ - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  In r a t  l u t e a l  c e l l  m e m b r a n e s  
( C o l e m a n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  J o r d a n ,  1 9 8 1 ;  K l l a c h k o  a n d  Z o r .  1 9 8 1 ) .  T h i s  
r e c e p t o r  s y s t e m  has  been  f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  t o  show t h a t  In t h e  r a t ,  
t h e  ^ - a d r e n e r g i c  s t i m u l a t i o n  o f  o v a r i a n  cAMP and P4 I s  m e d i a t e d  by ^*2“ 
a d r e n e r g l c  r e c e p t o r s  ( R a t n e r  e t  a l . ,  1980;  A d a s h t  and H s u e h ,  1 9 8 1a ;  
L a s z l o v s z k y  and E rdo ,  1983; N o r j a v a a r a  e t  a l . ,  1984).  In c o n t r a s t ,  t h e  
CL o f  t h e  cow ( B a t t i s t a  and  C o n d o n ,  19 8 6a )  a n d  sow ( P e r k i n s  e t  a l . ,
1986) c o n t a i n s  a mi xe d  p o p u l a t i o n  o f ^ - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .
S e r o t o n i n  and M e l a t o n i n
S e r o t o n l  n ( 5 - h y d r o x y t r y p t a m  I n e ;  5-HT) h a s  b e e n  d e t e c t e d  In w h o l e  
o v a r i a n  h o m o g e n a t e s  o f  t h e  r a t  ( C t a u s e l l  a n d  S o l t m a n ,  1 9 7 8 )  and  In
•T
bov I n e  l u t e a l  t i s s u e  ( B a t t l s t a e t a l . ,  1987 a ) ,  w h l l e J H - m e l a t o n l n h a s  
b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  s e l e c t i v e l y  t a k e n  up by t h e  o v a r i e s  o f  t h e  r a t  and  
c a t  In v i v o  (Wurtman e t  a l . ,  1964) .  in v 1t r o  s t u d i e s  w i t h  human l u t e a l  
t i s s u e  s h o w e d  t h a t  m e l a t o n i n  s t i m u l a t e d  P4 p r o d u c t i o n  In  a d o s e -  
d e p e n d e n t  m a n n e r  w h i l e  5-HT a n d  N - a c e t y l  5 -H T  had  no  e f f e c t  on P4 
p r o d u c t i o n  ( M a c P h e e  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  In c u l t u r e d  r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s ,  
m e l a t o n i n  I n c r e a s e d  b as a l  and L H - s t f m u l a t e d  P4  p r o d u c t i o n  ( F l s k e  e t  a l . ,
1 9 8 4 ) .  In m a l e  r a t s  m e l a t o n i n  a n d  5-HT I n h i b i t e d  t h e  J j i  v l  t r o  
b i o s y n t h e s i s  of  a n d r o g e n s  ( P e a t  and Klnson-  1971;  E l l i s ,  1972) .  In t h e  
cow,  b o t h  5-HT and 5 - m e t h o x y t r y p t a m  I ne  s t i m u l a t e  l u t e a l  P 4 s e c r e t i o n
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w h i l e  me I a t o n  I n  was  I n e f f e c t i v e  In  s t i m u l a t i n g  e i t h e r  b a s a l  o r  LH- 
s t l m u l a t e d  P4 p r o d u c t i o n  ( B a + t l s t a  and Condon.  19 86 a ;  B a t t i s t a  e t  a l . .  
198 7a) .  A d d i t i o n a l l y .  5-HT h a s  been shown t o  e n h a n c e  bov ine  l u t e a l  P4 
p r o d u c t i o n  In v 1 vo  ( B a t t i s t a  e t  a l . ,  1987b) .
H i s t a m i n e  M  Pop am 1119
Al though  l i t t l e  Is known a b o u t  t h e  r o l e  of  h i s t a m i n e  and do p am in e  In 
t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  f u n c t i o n ,  H I r o s e  e t  a l .  (1978)  have r e p o r t e d  t h a t  
h i s t a m i n e  s t i m u l a t e s  c o r t i s o l  a n d  c o r t i c o s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by 
d i s s o c i a t e d  a d r e n a l  c e l l s  o f  t h e  do g -  G r e y a r d  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  foun d  
d o p a m i n e  t o  I n h i b i t  t h e  J J i  v l t r o  b i o s y n t h e s i s  o f  a n d r o g e n s  by r a t  
t e s t i c u l a r  t i s s u e .  U t i l i z i n g  bovine l u t e a l  t i s s u e ,  B a t t i s t a  a nd  Condon 
(1986a)  were u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  any  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  of  h i s t a m i n e  
o r  a dopamine r e c e p t o r  a g o n i s t  on b a s a l  o r  L H -s t F m u I a t e d  P^ p r o d u c t i o n .  
H ow eve r ,  we h a v e  r e c e n t l y  f o u n d  d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  dopamine In bov ine  
l u t e a l  t i s s u e ,  a n d  have f o u n d  t h a t  d o p a m in e  s t i m u l a t e s  P4 p r o d u c t i o n  l a  
v i t r o  ( B a t t i s t a  e t  a l . .  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .
A c e t y l c h o l I n e
As me nt ioned  p r e v i o u s l y  t h e  mammal ian  ovary  d o e s  r e c e i v e  c h o l i n e r g i c  
I n n e r v a t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  CL I t s e l f  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  c o n t a i n  
c h o l i n e r g i c  n e r v e  f i b e r s  ( S t e f e n s e n  e t  a l . .  1 9 8 1 ) .  T h a t  e n d o g e n o u s  
a c e t y l c h o l i n e  may play a r o l e  In I n f l u e n c i n g  o v a r T a n  s t e r o l d o g e n e s l s I s  
s u g g e s t e d  by t h e  f i n d i n g s  t h a t  n i c o t i n i c ,  b u t  n o t  m u s c a r i n i c  a g o n i s t s  
can I n h l b i t  FSH-Induced P4 p r o d u c t i o n  In c u l t u r e d  r a t  g r a n u l o s a  c e l l s  
(K a ss o n  and H sue h ,  1985;) a n d  hCG-st l  mu I a t e d  a n d r o g e n  b i o s y n t h e s i s  In 
c u l t u r e d  r a t  t e s t i c u l a r  c e l l s  (Kasson a n d  Hsueh. 1985b) .  In c o n t r a s t ,  
n e i t h e r  a c e t y l c h o l i n e  nor  s y n t h e t i c  c h o l i n e r g i c  a g o n i s t s  a l t e r e d  basal  
o r  L H - l n d u c e d  P4  p r o d u c t i o n  by  human l u t e a l  t i s s u e  In s h o r t -  o r  lo n g ­
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t e r m  c u l t u r e  ( C a s p e r  a n d  C o t t e r e l  I .  1 9 8 4 ) .  S i m i l a r l y ,  bov Tne I u t e a I  
t i s s u e  I s  u n r e s p o n s i v e  t o  a c e t y l c h o l i n e  ( B a t t i s t a  and Condon,  1986a) o r  
s y n t h e t i c  n i c o t i n i c  a n d  m u s c a r i n i c  a g o n i s t s  ( B a t t i s t a  a n d  Condo n-  
u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .
Gamma-Amlnobutyr lc  Ac id
A p o s s i b l e  r o l e  f o r ) f - a m t n o b u t y r I c  a c i d  (GABA) In t h e  c o n t r o l  o f  
o v a r i a n  f u n c t i o n  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  d ue  t o  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  c o m po un d  In r a t  o v a r i a n  t i s s u e  (Del  R i o  a nd  
C a b a l  l e r o ,  1 9 8 0 ;  E r d o  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  S c h a e f f e r  a n d  H s u e h ,  1 9 8 2 ;  Apud e t  
a l . ,  1984) .  In a d d i t i o n  g l u t a m a t e  d e c a r b o x y l a s e ,  t h e  enzyme r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  GABA h a s  b e e n  I d e n t i f i e d  In w h o l e  o v a r i a n  
ho m og e n a t e s  b u t  n o t  In e n r i c h e d  o v a r i a n  g r a n u l o s a  c e l l s  ( S c h a e f f e r  and 
H s u e h ,  1 9 8 2 ;  Apud e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  S p e c i f i c ,  h i g h  a f f i n i t y  GABA b i n d i n g  
s i t e s  have  been d e m o n s t r a t e d  In t h e  r a t  and g u i n e a  p ig  o v a r y  (Erdo  and 
L a p i s ,  1 9 8 2 ;  S c h a e f f e r  a n d  H s u e h ,  1 9 8 2 ;  A m e n t a  e t  a l . ,  1 9 86)  w i t h  a 
m a j o r i t y  o f  t h o s e  s i t e s  b e i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  g r a n u l o s a  c e l l s  ( S c h a e f f e r  
and Hsueh,  1982).  T h e se  r e c e p t o r s  have  been f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  t o  be 
o f  t h e  GABA^ s u b t y p e  ( A m e n t a  e t  a l . .  1 9 8 6 ) .  In a d d i t i o n ,  a GABA- 
s e n s l t l v e  adeny l  c y c l a s e  (Erdo  and L a p i s ,  1982) and  h igh  a f f i n i t y  sod iu m 
u p t a k e  s y s t e m  ( E r d o .  1983)  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  In t h e  r a t  o v a r y .  
W i t h  r e s p e c t  t o  o v a r i a n  f u n c t i o n .  GABA a c t s  t o  I n c r e a s e  o v a r  I an  b I o o d  
f l o w  a n d  t o  e n h a n c e  f o l I I c u l a r  e s t r o g e n  s e c r e t i o n  ( E r d o  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
The r o l e  o f  GABA In t h e  r e g u l a t i o n  o f  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  I s u n c l e a r ,  
a l t h o u g h  I n c u b a t i o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  w i t h  GABA d i d  n o t  a l t e r  b as a l  
o r  L H - s t l m u l a t e d  P4 p r o d u c t i o n  ( B a t t i s t a  and Condon,  1986a) .
V a s o a c t i v e  I n t e s t i n a l  P e p t i d e
I m m u n o r e a c t I v e  v a s o a c t i v e  I n t e s t i n a l  p e p t i d e  ( V I P ) ,  h a s  b e e n
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d e t e c t e d  w i t h i n  t h e  o v a r i a n  s t r o m a  o f  t h e  m a t u r e  ( L a r s s o n  e t  a I . -  1977; 
Aim e t  a l . ,  1 9 8 0 a , b ;  H a k a n s o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a n d  I m m a t u r e  (Ahmed e t  a l - .
1986) r a t  ovary .  VIP h a s  been shown t o  s t i m u l a t e .  In a d o s e - d e p e n d e n t  
manner ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4 and e s t r a d i o l  In g r a n u l o s a  c e l l s  (Davoren  
and Hsueh ,  1985) and w h o l e  o v a r i a n  h om o g e n a te s  (Ahmed e t  a l . ,  1986) f rom 
t h e  I m m a tu r e  r a t ,  and a  r o l e  f o r  VIP In t h e  d e v e l o p m e n t a l  r e g u l a t i o n  of  
o v a r i a n  s t e r o i d o g e n e s i s  h a s  b e e n  p r o p o s e d  (Ahmed  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  
I n t r a v e n o u s  I n f u s i o n  o f  VIP ca n  e l e v a t e  p l a s m a  P^ c o n c e n t r a t i o n s  In 
f e m a l e  r a b b i t s  ( F r e d r i c k s  e t  a l . ,  1983) ,  a l t h o u g h  t h i s  e f f e c t  was  l a t e r  
f o u n d  t o  be  due t o  V IP  s t i m u l a t i o n  o f  a d r e n a l  P4  s e c r e t i o n  a n d  t h i s  
en h a n c e m e n t  was I n d e p e n d e n t  of c h a n g e s  In LH and FSH ( F r e d r i c k s  e t  a I..  
1 98 5 ) .  T h e  r o l e  o f  V IP  In t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  s t e r o i d o g e n e s i s  In 
s p e c i e s  o t h e r  th a n  t h e  r a t  and r a b b i t  I s  unknown.
S u b s t a n c e  £
N e r v e  f i b e r s  c o n t a i n i n g  s u b s t a n c e  P (SP) h a v e  b e e n  l o c a l  I z e d  by 
I mmunof  I u r e s c e n c e  ( D e e s  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) ,  r a d i o i m m u n o a s s a y  a n d  h i g h  
p e r f o r m a n c e  I ( q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( M a k r l s  e t  a l . ,  19 82 ;  O j e d a  e t  a l . ,  
1985) In t h e  Immature  r a t  ova ry .  The g r e a t e s t  a m o u n t  o f  I m m u n o r e a c t r v e  
SP was a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  o v a r i a n  v a s c u l a t u r e ,  and  no SP was d e t e c t e d  
In t h e  CL (Dees  e t  a l . ,  1 98 5 ) .  SP a p p e a r s  t o  b e  s t e r o l  d o g e n  I c a l  I y 
I n a c t i v e  s i n c e  n e i t h e r  SP nor  s t a b l e  a n a l o g s  a l t e r e d  basal  o r  a g o n i s t -  
induc ed  s t e r o i d o g e n e s i s  In c u l t u r e d  g r a n u l o s a  c e l l s  o r  o v a r i a n  f r a g m e n t s  
o b t a i n e d  f ro m  Immature r a t s  (Ojeda e t  a l . .  1985).  Whe the r  SP I s  p r e s e n t  
In o v a r i a n  t i s s u e s  and  c a n  m o d u la te  s t e r o i d o g e n e s i s  In o t h e r  s p e c i e s  I s  
unknown.
O p i a t e s
I m m u n o r e a c t l  ve  ?>- e n d o r p h  I n h a s  b e e n  l o c a l i z e d  In l u t e a l  t i s s u e  of
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t h e  r a t  ( T s o n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 a ;  L o l a l t  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  m o u s e  ( T s o n g  e t  a l . .  
1 9 8 2 a ;  S h a n a  e t  a l . .  1 9 8 4 ) ,  a n d  e w e  (L lm e t  a l . .  1 9 8 3 ) ,  a s  wel I a s  In 
t e s t i c u l a r  c e l l s  o f  t h e  r a t  a nd  m o u s e  ( T s o n g  e t  a l . .  1 9 8 2 a . b ) .  T h e  
c o n c u r r e n t  d e t e c t i o n  o f  l a r g e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  s p e c i e s  o f  
I m m u n o r e a c t I  ve £ - e n d o r p h  In a s  wel  I a s  t h e  d e t e c t i o n  o f  ACTH. MSH a n d  
p r o o p i o m e l a n o c o r t i n  (POMC) I s  s u g g e s t i v e  o f  jlfi novo  s y n t h e s i s  (Tsong  e t  
a l . ,  1 9 8 2 b ;  Llm e t  a ! - ,  19 83 ;  S h a n a  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  L o l a l t  e t  a l . .  1 9 8 5 ) .  
w h i c h  a p p e a r s  t o  be  r e g u l a t e d  by g o n a d o t r o p i n s  ( S h a n a  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  
L o l a l t  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  A p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  o p i a t e  p e p t i d e s  In t h e  
c o n t r o l  o f  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  b a s e d  o n  t h e  
o b s e r v a t i o n s  o f  A b r a m o w T tz  and  C a m p b e l l  ( 1 9 8 3 ) .  who r e p o r t e d  an 
e n k e p h a l t n  a n a l o g  I n h i b i t e d  f o r s k o l l n  a c t i v a t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  In 
r a b b i t  l u t e a l  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s .  These  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  
t h e  CL c o n t a i n s  a r e c e p t o r  f o r  o p i a t e  p e p t i d e s  w h i c h  I s  c o u p l e d  t o  an 
I n h i b i t o r y  g u a n i n e  n u c l e o t i d e  c o m p o n e n t ,  and  t h u s  may s e r v e  a s  a 
n e g a t i v e  a u t o c r i n e  r e g u l a t o r  o f  l u t e a l  f u n c t i o n  ( A b r a m o w l t z  and  
C a m p b e l l ,  1 9 8 3 ) .  T he  r o l e  o f  o p i a t e  p e p t i d e s  In t h e  c o n t r o l  o f  
s t e r o i d o g e n e s i s  In o t h e r  s p e c i e s  h a s  n o t  been d e t e r m i n e d .
Q x v t o c l n  and V a s o o r e s s l n
O x y t o c i n ,  o x y t o c i n - a s s o c i a t e d  n e u r o p h y s l n ,  and v a s o p r e s s i n  have  been 
o b s e r v e d  In l u t e a l  t i s s u e  o f  t h e  ewe (Wa thes  and Swann,  1982; W a tk in s
1 9 8 3 ) .  cow ( F i e l d s  e t  a l . ,  1 98 3 ;  W a t h e s .  1 9 8 3 ) .  p i g  ( W a t h e s  e t  a l . .  
1 9 8 3 ;  P I t z e l  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  a nd  human  ( W a t h e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  K h an - O aw o o d  
a n d  D aw oo d ,  1 9 8 3 ) .  T he  CL a p p e a r s  t o  be  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n t h e s i s  
o f  t h e s e  p e p t i d e s  ( W a t h e s  a n d  S w a n n .  1 9 8 2 ;  W a t h e s  e t  a l . .  1 9 8 2 .  1 9 8 3 ) ,  
and r e c e n t l y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  o x y t o c I n - s p e c  I fTc mRNA was r e p o r t e d  
In b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  ( I v e l l  e t  a l . ,  1985).
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The p h y s i o l o g i c a l  r o l e  o f  t h e s e  I n t r a l u t e a l  p e p t i d e s  I s  n o t  c l e a r ,  
h o w e v e r  o x y t o c i n  h a s  b e e n  I m p l i c a t e d  In t h e  p r o c e s s e s  o f  l u t e o l y s l s  
( F a l r d o u g h  e t  a l . ,  1980;  McCracken,  1980; F l i n t  and S h e l d r l c k ,  1983) and  
o v u l a t i o n  ( V I r u t a m a s e n  e t  a l . .  1973,  1976).
Wi th r e s p e c t  t o  r e g u l a t i n g  s t e r o l d o g e n e s f s ,  o x y t o c i n  and  v a s o p r e s s i n  
h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  I n h i b i t  h C G - s t r m u  I a t e d  a n d r o g e n  s y n t h e s i s  In 
c u l t u r e d  r a t  L e y d l g  c e l l s  ( A d a sh  I and  H s u e h .  1 9 8 1 b ) .  Tan  e t  a l .  
1 1 9 8 2 a . b )  h a v e  sh o w n  t h a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o x y t o c i n  I n h i b i t e d  
b a s a l  a n d  h C G - e n h a n c e d  p r o d u c t i o n  In b o v i n e  and hu ma n  l u t e a l  c e l  I 
p r e p a r a t i o n s ,  w h i l e  low c o n c e n t r a t i o n s  o f  o x y t o c i n  e n h a n c e d  b a s a l  
s t e r o i d o g e n e s i s  In b o t h  c e l l  t y p e s .  In c o n t r a s t ,  o x y t o c i n  a n d  
v a s o p r e s s i n  h a v e  no  e f f e c t  on b a s a l  o r  a g o n  I s t - 1 n d u c e d  P4 o r  cAMP 
p r o d u c t i o n  In l u t e a l  t i s s u e  o f  t h e  r a t  ( M u k h o p a d h y a y  e t  a l . ,  1984)  o r  
human ( R i c h a r d s o n  a n d  M a s s o n .  1 9 8 5 ) .  S l m l l a r  r e s u l t s  h a v e  been  f o u n d  
f o r  t h e  e f f e c t s  o f  o x y t o c i n  In c u l t u r e d  b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  ( B u r g ,
1985) .
Re I ax In
The  p r e s e n c e  o f  r e l a x l n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  In l u t e a l  t i s s u e  o f  
t h e  c y c l i c  a n d  p r e g n a n t  p i g  ( A n d e r s o n  e t  a l - -  1 9 7 3 a ;  S h e r w o o d  a n d  
O 'B y rn e .  1 9 7 4 ;  S h e r w o o d  a n d  R u t h e r f o r d ,  1 9 8 1 ) .  r a t  ( A n d e r s o n  e t  a l . ,  
1 9 7 3 b ;  A n d e r s o n  e t  a l . .  1 97 5 ;  A n d e r s o n  a n d  L o n g ,  1 9 7 8 ;  S h e r w o o d  a n d  
R u t h e r f o r d ,  1 9 8 1 ) ,  human  ( O ' B y r n e  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  Quagl  i a r e l l o  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ) ,  a n d  p r e g n a n t  cow ( F i e l d s  e t  a l . ,  1 9 8 0 ,  1982) .  I t  I s  g e n e r a l  ly  
b e l i e v e d  t h a t  t h e  CL I s  t h e  p r i n c i p l e  and p e r h a p s  s o l e  s o u r c e  of  r e l a x l n  
In t h e  pTg ,  r a t  a nd  c o w ,  a nd  t h e  s p e c i f i c  mRNA f o r  r e l a x l n  h a s  b e e n  
I d e n t i f i e d  In  t h e  p o r c i n e  CL ( C a s t  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  G a s t .  1 9 8 2 ) .  In t h e  
human ,  t h e  p l a c e n t a  may a l s o  s e r v e  a s  a s o u r c e  o f  r e l a x l n  ( F i e l d s  a n d
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L a r k i n ,  1 9 8 1 ) .  A l t h o u g h  t h e  f a c t o r s  d i r e c t i n g  t h e  s y n t h e s i s  and  
s e c r e t i o n  o f  r e l a x T n  have n o t  been wel l  c h a r a c t e r i z e d ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  r e l a x l n  In t h e  CL and p e r i p h e r a l  c i r c u l a t i o n  Is e l e v a t e d  d u r i n g  t h e  
l a t t e r  s t a g e s  o f  g e s t a t i o n  ( r e v i e w e d  by Sherwood and Downing.  1983).  A 
p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  r e l a x l n  In t h e  c o n t r o l  o f  m y o m e t r l a l  a c t i v i t y  
( D o w n i n g  a n d  S h e r w o o d ,  1 9 8 5 b )  a n d  p a r t u r i t i o n  ( D o w n i n g  and S h e r w o o d ,  
1 9 8 5 a . c )  h a s  b e e n  shown.  A r o l e  f o r  r e l a x l n  In t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  
s t e r o i d o g e n e s i s  h a s  no t  been d e m o n s t r a t e d .
I n s u l I n  and I n s u l I n - L i k e  growth Factors.
I n s u l i n  and t h e  I n s u l l n - I T k e  g ro wt h  f a c t o r  som at om ed ln - C ,  ha v e  In 
r e c e n t  y e a r s  r e c e i v e d  c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  a s  r e g u l a t o r s  o f  
s t e r o i d o g e n e s i s .  I n s u l I n  e n h a n c e d  b a s a l  and  g o n a d o t r o p l n - J n d u c e d  P4 
p r o d u c t i o n  In r a t  and b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  ( T e s o n e  e t  a l . ,  19 8 3 ;  
L a d e n h e l m  e t  a l . ,  1984;  P o f f  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) ,  p o r c i n e  g r a n u l o s a  c e l  Is 
( C h a n n l n g  e t  a l . .  1 976 ;  May e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  May a n d  S c h o m b e r g ,  1 9 8 1 ;  
V e l d h u l s  e t  a l . ,  198 3) ,  a n d  r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s  ( D a v o r e n  and  H s u e h ,  
1 9 8 4 ;  A d a s h t  e t  a l . .  1 9 8 4 .  1 9 8 5 a . b ) .  S o m a t o m e d l n - C  h a s  s i m i l a r
s t e r o i d o g e n i c  a c t i v i t y  In t h a t  I t  can s y n e r g l z e  w i t h  FSH t o  e n h a n c e  
p r o d u c t i o n  In r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s  ( A d a s h  I e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  1 9 8 5 a , b ) .  The 
a c t i o n  o f  I n s u l i n  and so ma tom ed ln - C  I s  In d e p e n d e n t  o f  cAMP (Adashl  e t  
a l . ,  1984;  V e l d h u l s  and F u r l a n e t t o ,  1985) ,  w h i l e  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  of  
p l a s m a  m e m b r a n e  p r o t e i n s  ( D ' E r o l e  e t  a l . .  1984)  a n d  t h e  I n d u c t i o n  o f  
c o m p o n e n t s  of  t h e  c h o l e s t e r o l  s l d e - c h a T n  c l e a v a g e  s y s t e m  ( V e l d h u l s  e t  
a l . ,  1986) have b e e n  a s s o c i a t e d  w i th  th e m .  A d d i t i o n a l l y ,  both I n s u l i n  
and so m a t o m e d l n - C  enhance t h e  I n d u c t i o n  o f  L H - r e c e p t o r s  In r a t  (Adashi  
e t  a l . ,  1985b)  a n d  p o r c i n e  (May e t  a l . .  1 9 8 0 ;  May a n d  S c h o m b e r g .  1981)  
g r a n u l o s a  c e l l s .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  p l u s  t h e  f i n d i n g  o f  d i s c r e t e
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b i n d i n g  s i t e s  f o r  I n s u l i n  and p o s s i b l y  f o r  so m a to m e d ln - C  (Hsueh e t  a l . ,  
1 9 8 4 ;  L a d e n h e l m  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  A d a s h I  e t  a l . ,  1 9 8 5 a , b ) ,  a n d  t h e  
o b s e r v a t i o n  t h a t  g r a n u l o s a  c e l l s  a r e  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  
s o m a t o m e d  I n - I  I k e  p e p t i d e s  (Hammond e t  a l . .  1 9 8 3 .  1 9 8 4 ;  A d a s h I  e t  a l . ,  
1 9 8 5 b )  s u g g e s t  a n  a u t o c r i n e  r o l e  f o r  I n s u l i n  a n d  I n s u l l n - 1 I k e  g r o w t h  
f a c t o r s  In t h e  c o n t r o l  o f  o v a r i a n  f u n c t i o n .
E p id e rm a l  Growth Factor.
S p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s  f o r  e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r  (EGF) h a v e  been 
d e m o n s t r a t e d  In l u t e a l ,  t h e c a l  and g r a n u l o s a  c e l l s  o f  t h e  r a t  ( J o n e s  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ;  A r n a u d  e t  a l . ,  1983 ;  C h a b o t  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a n d  cow ( V l o d a v s k y  
e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  In t h e  r a t ,  EGF r e c e p t o r  c o n c e n t r a t i o n  v a r i e s  w i t h  t h e  
s t a g e  o f  t h e  e s t r o u s  c y c l e ,  w i t h  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o c c u r  Ing a t  
e s t r u s  (Arnaud e t  a l . ,  1983).  A d d i t i o n a l l y ,  EGF r e c e p t o r  s y n t h e s i s  was 
found t o  be r e g u l a t e d  by g o n a d o t r o p i n s  (Arnaud e t  a l . ,  1983).
W i t h  r e s p e c t  t o  s t e r o i d o g e n e s i s ,  EGF I n h i b i t e d  FSH-induced e s t r o g e n  
p r o d u c t  I on  In c u l t u r e d  r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s  ( H s u e h  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  We lsh  
and Hsu eh .  1982),  and t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4  In c u l t u r e d  p o r c i n e  (Chann lng 
e t  a l . -  1983) and b o v i n e  (Sav lon and  Gospodarow I c z ,  1980; F r a n c h i m o n t  e t  
a l . ,  1 9 8 6 )  g r a n u l o s a  c e l l s .  In c o n t r a s t ,  EGF e n h a n c e d  b a s a l  and  
a go n  I s t -  I n d u c e d  p r o d u c t i o n  In  g r a n u l o s a  c e l  I s  o f  t h e  r a t  ( J o n e s  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ;  K n e c h t  a n d  C a t t .  1 9 8 3 ) .  The d i v e r g e n t  e f f e c t s  o f  EGF In 
r e g u l a t i o n  o f  r a t  g r a n u l o s a  c e i l  s t e r o i d o g e n e s i s  I s  a s s o c i a t e d  w i t h  EGF 
I n h i b i t i o n  o f  a r o m a t a s e  a c t i v i t y  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  3 ^ - h y d r o x y s t e r o l  d 
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  ( Jo ne s  e t  a l . ,  1982).
G o n a d o t r o p i n - R e l e a s i n g  Hormone
T r e a t m e n t  w i t h  g o n a d o t r o p r n - r e l e a s l n g  hormone  (GnRH) o r  I t s  a g o n i s t s  
In v I v o  r e s u l t s  In p a r a d o x i c a l  I n h i b i t i o n  o f  f e m a l e  r e p r o d u c t i v e
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f u n c t i o n  ( C o r b i n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  N l l l t u s  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  R l v l e r  e t  a l . .  
1978).  In v i t r o . GnRH o r  I t s  a n a l o g u e s  I n h i b i t e d  g o n a d o t r o p i n - I n d u c e d  
cAMP a n d  s t e r o i d o g e n e s i s  In r a t  g r a n u l o s a  ( H s u e h  a n d  E r i c k s o n .  19 79 ;  
Hsu eh  a n d  L I n g ,  197 9 ;  J o n e s  a n d  H s u e h .  1981)  a n d  l u t e a l  c e l  I s  ( C l a y t o n  
e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  B e h r m a n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  H a r w o o d  e t  a l . ,  1 9 8 0 b ) .  
F u r t h e r m o r e ,  s p e c i f i c  GnRH r e c e p t o r  s i t e s  have  bee n  I d e n t i f i e d  In r a t  
f o l l i c u l a r  a n d  l u t e a l  t i s s u e  ( C l a y t o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  H a r w o o d  e t  a l . ,  
1 9 8 0 b ;  P l e p e r  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  In a d d i t i o n ,  t h e  I n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  
GnRH on g r a n u l o s a  c e l  I s  I n v o l v e d  t h e  a c t i v a t i o n  o f  a p l a s m a  m e m b r a n e  
cAMP p h o s p h o d i e s t e r a s e  ( K n e c h t  a n d  C a t t ,  1 9 8 1 ) .  T r e a t m e n t  o f  r a t  
g r a n u l o s a  c e l l s  w i t h  GnRH a l o n e  en ha nce d  cAMP and p r o g e s t i n  p r o d u c t i o n  
( K n e c h t  e t  a l . .  1 9 8 1 ;  C l a r k  e t  a l . .  1 9 8 2 ;  J o n e s  a n d - H s u e h ,  1 9 8 2 a , b ;  
Ra n ta  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  a l t h o u g h  t h e s e  e f f e c t s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  In l u t e a l  
c e l  I s  ( B e h r m a n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  H a r w o o d  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
In c o n t r a s t  t o  t h e  e f f e c t s  o f  GnRH on s t e r o i d o g e n e s i s  In t h e  r a t ,  no 
d i r e c t  e f f e c t s  o f  GnRH h a v e  b e e n  o b s e r v e d  In o v a r i a n  t i s s u e s  o f  t h e  
human (Tan and  B i g g s ,  1983) ,  monkey (Asch e t  a l - ,  1981a) .  o r  cow (Kuman. 
1984).  In a d d i t i o n  no GnRH b i n d i n g  was o b s e r v e d  In o v a r i a n  t i s s u e s  o f  
t h e  human ( C l a y t o n .  1982) o r  monkey (Asch e t  a I . ,  1981b) .
A d e n o s i n e
A de no s i n e  and o t h e r  a d e n i n e - d e r i v e d  p u r i n e s  can  a m p l i f y  LH-dep end en t  
cAMP a c c u m u l a t i o n  and P4 p r o d u c t i o n  In r a t  (Ha l l  e t  a l . ,  1981;  Behrman 
e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  B r e n n a n  e t  a l . .  1983)  a n d  huma n  ( P o l a n  e t  a l . ,  1983)  
l u t e a l  t i s s u e .  A d e n o s i n e  c a n  a l s o  e n h a n c e  F S H - d e p e n d e n t  cAMP a n d  P4 
p r o d u c t i o n  In human  a n d  r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s  ( P o l a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  The 
s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o f  a d e n o s i n e  h av e  a l s o  been shown In r a t  L e y d l g  and 
a d r e n a l  c e l l s  ( W o l f f  and  H o p e - C o o k ,  19 7 7 ;  R o m m e r t s  e t  a l . .  1 9 8 4 ) .
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M o r e o v e r ,  t h e  a n + l g o n a d o + r o p l  c  e f f e c t  o f  PGF^ 1 on l u t e a l  cAMP a n d  P4 
p r o d u c t i o n  w a s  c o m p l e t e l y  a n t a g o n i z e d  by a d e n o s i n e  ( B e h r m a n  e t  a l . ,  
19 82) .
Th e  a m p l i f i c a t i o n  o f  g o n a d o t r o p l n - I n d u c e d  cAMP a c c u m u l a t i o n  by 
a d e n o s i n e  I s  d e p e n d e n t  u p o n  a n  I n t r a c e l I u I a r  s i t e  o f  a c t i o n  s i n c e  t h e  
e f f e c t s  o f  a d e n o s i n e  c a n  b e  b l o c k e d  by d l p y r l d a m o l ,  an  I n h i b i t o r  o f  
n u c l e o s i d e  t r a n s p o r t  (Ha l  I e t  a l . .  1 9 8 1 ;  B r e n n a n  e t  a l . .  1 9 8 3 ) ,  a n d  a 
s e l e c t i v e  t r a n s p o r t  s y s t e m  f o r  a d e n o s i n e  has  been d e m o n s t r a t e d  In r a t  
l u t e a l  c e l l s  (Behrman e t  a l . ,  1983).  The mechani sm u n d e r l y i n g  a d e n o s i n e  
a m p l i f i c a t i o n  o f  LH -de pen de n t  cAMP a c c u m u l a t i o n  I s  due t o  u t i l i z a t i o n  o f  
e x t r a c e l l u l a r  a d e n o s i n e  a s  a  s u b s t r a t e  f o r  ATP f o r m a t i o n ,  and t h u s  a c t s  
a s  a p r o s u b s t r a t e  f o r  c o n v e r s i o n  I n t o  cAMP by a d e n y l a t e  c y c l a s e  (Behrman 
e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  B r e n n a n  e t  a l . ,  1983) .  W h e t h e r  an  a d e n o s i n e  u p t a k e  
mechani sm I s  f u n c t i o n a l  In b o v i n e  l u t e a l  c e l  Is I s  a t  t h i s  t i m e  unknown. 
P r o s t a g l a n d i n s
The b o v i n e  CL can s y n t h e s i z e  p r o s t a g l a n d i n s ,  and t h i s  s y n t h e s i s  can 
be  s t i m u l a t e d  by LH ( S h e m e s h  a n d  H a n s e l ,  1 9 7 5 a . b ;  H l x o n  a n d  H a n s e l ,  
1975; M t l v a e  and H ans e l .  1983) and I n h i b i t e d  by I n d o m e t h a c l n  ( M t l v a e  and 
H a n s e l ,  1985) .  R a t  g r a n u l o s a  c e l l s  can a l s o  s y n t h e s i z e  p r o s t a g l a n d i n s  
In v i t r o ,  and  LH can a c t  t o  I n c r e a s e  p r o s t a g l a n d i n  s y n t h e t a s e  a c t i v i t y  
( C l a r k  e t  a l . ,  19 7 8 ;  Koos  a n d  C l a r k -  1 9 8 2 ) .  P r o s t a g l a n d i n  r e c e p t o r s  
have been I d e n t i f i e d  In a v a r i e t y  of  s p e c i e s  I n c l u d i n g  t h e  cow (Ki mb a l l  
a n d  L a u d e r d a l e ,  197 5 ;  R a o ,  1 9 7 4 , 1 9 7 5 ) ,  e w e  ( P o w e l l  e t  a l . ,  1 9 7 4 a ) ,  
r a b b i t  ( A b r a m o w l t z  and B f r n b a u m e r ,  1 9 7 9 ) ,  and  human  ( Po w el  I e t  a l . .  
1 9 7 4 b ) .
P r o s t g I  a n d  I n s  o f  t h e  E - s e r l e s  (PGE1 a nd  PGE2 ) a nd  l - s e r l e s  ( P G I 2 ) 
I n t e r a c t  w i t h  l u t e a l  m e m b r a n e  r e c e p t o r s  t o  e n h a n c e  cAMP a n d  P4
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p r o d u c t  I on  ( M a r s h ,  1 97 1; A br  amow I+z  a n d B t r n b a u m e r ,  1 97 9 ;  M M v a e a n d  
H a n s e l ,  1 9 8 0 ,  19 8 3) .  W h l l e  p r o s t a g l a n d i n s  o f  t h e  F - s e r l e s  ( n o t e a b l y  
P G F ^ )  a c t  t o  I n h i b i t  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  In v i t r o  ( f o r  r e v  few o f  
l i t e r a t u r e  s e e  P a t e  and Condon,  1984) and  In v 1vo ( r e v i e w e d  by I nsk ee p  
a n d  M u r d o c h ,  1980)  a n d  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  PGF£ *  In l u t e o l y s t s  
( M c C r a c k e n  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  M c C r a c k e n ,  1 9 8 0 )  a n d  o v u l a t i o n  ( r e v i e w e d  by 
Espey.  1978) h as  been p r o p o s e d .
G l u c o c o r t i c o i d s
A d m i n i s t r a t i o n  o f  p h a r m a c o l o g i c a l  d o s e s  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  b l o c k e d  
o v u l a t i o n  In women and l a b o r a t o r y  a n i m a l s  (Haglno-  1972).  T r e a t m e n t  o f  
r a t  g r a n u l o s a  c e l l s  w i t h  c o r t i s o l .  I n h i b i t e d  F S H - l n d u c e d  e s t r o g e n  
p r o d u c t i o n  (Hsueh and E r i c k s o n ,  1978),  w h i l e  s t i m u l a t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  P4 ( A d a s h I  e t a l . ,  1 9 8 1 ) .  The d I v e r g e n t  e f  f  e c t s  o f  g I u c o c o r t  I c o l  ds  
o n  r a t  g r a n u l o s a  c e l l  s t e r o i d o g e n e s i s  I s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n h i b i t i o n  o f  
a r o m a t a s e  a c t i v i t y  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  3 ? - h y d r o x y s t e r o f d  d e h y d r o g e n a s e  
a c t i v i t y  ( A d a s h I  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  In m a l e  r a t s .  In v I vo  t r e a t m e n t  w i t h  
g l u c o c o r t i c o i d s  d e c r e a s e d  p l a s m a  t e s t o s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  (Saez  e t  
a l . ,  1977 ;  B a m b i n o  a n d  H s u e h ,  1 97 6 ,  1 9 7 9 ) .  I n c u b a t i o n  o f  c u l t u r e d  r a t  
L e y d l g  c e l l s  w i t h  g l u c o c o r t i c o i d s  I n h i b i t e d  b a s a l  and  L H - f n d u c e d  
a n d r o g e n  p r o d u c t i o n  a n d  r e d u c e d  L H - r e c e p t o r  s y n t h e s i s  ( B a m b i n o  and  
H su e h ,  1 9 8 1 ) .
T h a t  g l u c o c o r t i c o i d s  may be o f  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  In t h e  
c o n t r o l  o f  s t e r o i d o g e n e s i s  I s  s u g g e s t e d  by t h e  p r e s e n c e  of  r e c e p t o r s  In 
r a t  g r a n u l o s a  c e l l s  (L o re v e l  e t  a l . .  1977)  and In r a t  t e s t i c u l a r  t i s s u e  
( B a l l a r d  e t  a l . ,  1974; E v a l n  e t  a l . ,  1976) .  Data c o n c e r n i n g  t h e  e f f e c t s  
o f  g l u c o c o r t i c o i d  t r e a t m e n t  on l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  I s  n o t  a v a i l a b l e .
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C a te c h o IB s trn ^ B n s
The c a t e c h o l  e s t r o g e n s  2 -  a nd  4 - h y d r o x y e s t r a d l o  I a r e  n a t u r a l  ly 
o c c u r l n g  compounds  f o rm ed  f r o m  e s t r a d i o l  by t h e  e n z y m e  e s t r o g e n - 2 / 4 -  
h y d r o x y l a s e ,  and a r e  c o n s i d e r e d  t o  be t h e  m a j o r  bI p r o d u c t s  o f  e s t r a d i o l  
m e t a b o l i s m  I n  m a m m a l s  ( r e v i e w e d  by  B a l l  a n d  K n u p p e n ,  1 9 8 0 ) .  
C a t e c h o l  e s t r o g e n s  c a n  m i m i c  o r  a l t e r  e s t r o g e n  r e s p o n s e s  t h r o u g h  t h e i r  
I n t e r a c t i o n  w i t h  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  (M ac L us ky  e t  a l . .  1 9 8 3 ) .  a n d  c a n  
I n f l u e n c e  e n z y m e s  r e g u l a t i n g  t h e  b i o s y n t h e s i s  and  c a t a b o l i s m  o f  
c a t e c h o l a m i n e s  (Lloyd and  We lsz ,  1978).
Th e  r o l e  o f  e s t r a d i o l  In t h e  e n h a n c e m e n t  o f  g o n a d o t r o p l n - I n d u c e d  
s t e r o i d o g e n e s i s  and  r e c e p t o r  I n d u c t i o n  In r a t  o v a r i a n  t i s s u e  I s  wel  I 
e s t a b l  I s h e d  ( r e v i e w e d  by  H s u e h  e t  a I . ,  1 9 8 4 ) .  R e c e n t l y ,
c a t e c o l e s t r o g e n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e n h a n c e  s t e r o i d o g e n e s i s  In r a t  
g r a n u l o s a  (Hudson and HI I H e r .  1985) and l u t e a l  c e l l s  (Khan and G i b o r t ,
1 9 8 4 ) .  T h e s e  r e s u l t s ,  p l u s  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  c a t e c h o I  e s t r o g e n  
f o r m a t i o n  In r a t  ( B a r b l e r l  e t  a l . .  19 78)  a n d  p o r c i n e  (Hammond e t  a l . ,  
1986) f o l l i c u l a r  t i s s u e ,  s u g g e s t  t h a t  c a t e c h o I  e s t r o g e n s  a r e  I n t r a o v a r l a n  
r e g u l a t o r s  o f  s t e r o i d o g e n e s i s .
D e s p i t e  t h e  e x i s t e n c e  o f  e s t r o g e n  r e c e p t o r s  In r a t  f o l I i c u l a r  and  
l u t e a l  t i s s u e  ( R i c h a r d s ,  1 9 7 4 ) ,  I t  d o e s  n o t  a p p e a r  t h a t  
c a t e c h o l  e s t r o g e n s  a r e  a c t i n g  a s  weak  e s t r o g e n s  (H ud s o n  a n d  HI I I Te r .  
1985;  Hammond e t  a l . ,  1986) .  R e c e n t l y  B arn ea  and  Fa k l h  (1985) r e p o r t e d  
t h a t  c a t e c h o  I e s t r o g e n s  s t i m u l a t e  p l a c e n t a l  s t e r o i d o g e n e s i s ,  and t h a t  
t h e i r  e f f e c t s  wer e  m e d i a t e d  by «»<. and £ - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .  Thus ,  I t  
I s  p o s s i b l e  t h a t  c a t e c h o l  e s t r o g e n s  may enhan ce  s t e r o i d o g e n e s i s  t h r o u g h  
I n t e r a c t i o n s  w I t h ^ - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s ,  w h i c h  a r e  p r e s e n t  on  r a t  
o v a r i a n  c e l l s  (Coleman e t  a l . .  1979) .  Both t h e  cow and ewe have l u t e a l
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e s t r a d i o l  r e c e p t o r s  ( K I m b a l I  a nd  H a n s e l ,  197 4 ;  G l a s s  e t  a l . ,  19 8 4 )  a s  
wel I a s ^ - a d r e n e r g I c  r e c e p t o r s  (C o nd o n  a n d  B l a c k ,  1 9 7 6 ;  J o r d a n  e t  a l . .
1 9 7 8 ) .  H o w e v e r  , e s t r a d i o l  I s  l u t e o l y t l c  In b o t h  o f  t h e s e  s p e c i e s  
( r e v i e w e d  by H a n s e l ,  1^73;  W i l l i a m s  a nd  Marsh.  1978).  The p o s s i b i l i t y  
t h a t  c a t e c h o l  e s t r o g e n s  may enhance  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  In t h e  cow and 
ewe  t h r o u g h  I n t e r a c t i o n  w I t h  > - a d r e n e r g I c  r e c e p t o r s  h a s  n o t  been 
1n v e s t l g a t e d .
MECHANISMS CONTROLLING STEROIDOGENESIS
H orm one-R ecep to r  I n t e r a c t i o n : A c t i v a t i o n  A d e n y l a t e  C v c l a s e
I n i t i a l  e v e n t s  m e d i a t i n g  s t e r o i d o g e n e s i s  I n v o lv e  t h e  I n t e r a c t i o n  of 
a  h o r m o n e  w i t h  a s p e c i f i c  m e m b r a n e  r e c e p t o r .  As d i s c u s s e d  In  t h e  
p r e v i o u s  s e c t i o n ,  l u t e a l  c e l  I s  ( a n d / o r  g r a n u l o s a  c e l  I s )  c o n t a i n  a 
v a r i e t y  o f  r e c e p t o r s  w h i c h  m e d i a t e  b o t h  s t i m u l a t o r y  a n d  I n h i b i t o r y  
c o n t r o l  on  s t e r o i d o g e n e s i s  ( r e v i e w e d  by Hsueh  e t  a l . ,  1 9 8 3 ; 1 9 8 4 ) .  
H o r m o n e - r e c e p t o r  I n t e r a c t i o n  r e s u l t s  I n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a h o r m o n e -  
r e c e p t o r  co m p le x  (H-R complex)  which I n t e r a c t s  w i t h  a r e g u l a t o r y  p r o t e i n  
which t h e n  a c t i v a t e s  a d e n y l a t e  c y c l a s e ,  a m e m b r a n e - a s s o c i a t e d  enzyme 
w h i c h  c a t a l y z e s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  MgATP t o  cAMP ( M a r s h ,  1 9 7 0 ) .  O t h e r  
m e m b r a n e - a s s o c i a t e d  e v e n t s  which a r e  c o u p l e d  t o  H-R I n t e r a c t i o n  In c lu d e  
membrane m e t h y t a t l o n ,  which r e s u l t s  In a l t e r a t i o n  o f  membrane f l u i d i t y  
( H l r a t a  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  M l l v a e  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  The d e c r e a s e  In m e m b r a n e  
m I c r o v I s c o s I t y  a c t s  t o  I n c r e a s e  t h e  l a t e r a l  m o b i l i t y  o f  t h e  H-R complex ,  
t h u s  e n h a n c i n g  c o u p l I n g  t o  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a n d  u n m a s k i n g  m e m b r a n e  
r e c e p t o r s  ( r e v i e w e d  by H l r a t a  a nd  A x e l r o d ,  1 98 0 ;  A x e l r o d  a n d  H l r a t a .  
1982).  A d d i t i o n a l l y .  H-R I n t e r a c t i o n  I s  a s s o c i a t e d  w i t h  c l u s t e r i n g  and
2 4
I n t e r n a l  f z a t f o n  o f  m e m b r a n e  r e c e p t o r s  ( r e v i e w e d  by W i l l i n g h a m  and 
P a s t a n ,  1984) ,  wh ich  a r e  e i t h e r  packaged I n t o  v e s i c l e s  f o r  d e g r a d a t i o n  
(Ahmed e t  a l . ,  19 81)  o r  r e m a i n  b i o l o g i c a l  l y  a c t i v e  and  f u r t h e r  a l t e r  
I n t r a c e l l u l a r  r e s p o n s e s  ( Z l m n l s k l  e t  a l . .  1982;  Rao e t  a l . ,  1983).
The h o r m o n e - s e n s i t i v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m  I s  composed  o f  t h r e e  
m e m b r a n e  b o u n d  c o m p o n e n t s ;  a r e c e p t o r  w h i c h  h a s  a h i g h  a f f i n i t y  a n d  
s p e c i f i c i t y  f o r  t h e  l i g a n d ,  a  g u a n i n e  n u c l e o t i d e  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  o r  
G - p r o t e l n  (N) ,  a n d  a c a t a l y t i c  u n i t  ( r e v i e w e d  by R o d b e l l ,  19 80 ;  
B l r n b a u m e r  a n d  K l r c h l c k ,  1 9 8 3 ) .  The r e g u l a t o r y  u n i t  I s  a d i m e r i c  
p r o t e i n  composed  o f  two s u b u n i t s  d e s i g n a t e d  and . The N«* c o n t a i n s  
t h e  b in d in g  s i t e s  f o r  GTP and t h e  c a t a l y t i c  u n i t ,  w h i l e  c o n t a i n s  a Mg 
i o n  b i n d i n g  s i t e  and  t h e  a b i l i t y  t o  I n t e r a c t  w i t h  t h e  H-R c o m p l e x  
( r e v i e w e d  by H i l d e b r a n d  e t  a l . ,  1984a) .  Upon b i n d i n g  o f  t h e  hormone t o  
I t s  r e c e p t o r  t h e  H-R complex c o u p l e s  w i t h  and  c a u s e s  a s h i f t  In t h e  
Km o f  N f o r  Mg f rom  10mM t o  l e s s  t h a n  0.5mM, which  I s t h e  p h y s i o l o g i c a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  Mg. B i n d i n g  o f  Mg t o  t h e  Np p o r t i o n  I n d u c e s  
d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  N p r o t e i n  a l l o w i n g  No<to I n t e r a c t  w i t h  and  a c t i v a t e  
t h e  c a t a l y t i c  u n i t .  There  I s  a l s o  a r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  n u c l e o t i d e  GTP, 
which  when bound t o  N«<al lows I t  t o  c o u p l e  w i t h  t h e  c a t a l y t i c  u n i t .  The 
a c t i v a t e d  c a t a l y t i c  u n i t  I s  t h e n  a b l e  t o  e n h a n c e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  MgATP 
t o  cAMP. T h e r e f o r e ,  h o r m o n e s  a c t  p r i m a r i l y  by r e d u c i n g  t h e  Mg 
r e q u i r e m e n t  f o r  GTP-dependen t  a c t i v a t i o n  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e -  Re tu rn  
o f  t h e  s y s t e m  t o  t h e  n o n s t r  mu I a t e d  s t a t e  I s  d e p e n d e n t  upon  t h e  GTPase  
a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  N«c. T h u s  h y d r o l y s i s  o f  GTP r e v e r s e s  t h e  
b i n d i n g  o f  No<. t o  t h e  c a t a l y t i c  u n i t  r e s u l t i n g  In I n a c t i v a t i o n  o f  
a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( r e v i e w e d  by H l l d e b r a n t e t  a l . ,  19 8 4 ;  B l r n b a u m e r  e t  
a l . ,  1 9 8 5 a , b ) .  T h e  I n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  h o r m o n e s  and
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n e u r o t r a n s m I t t e r s  upon a d e n y l a t e  c y c l a s e  and  s u b s e q u e n t  cAMP f o r m a t i o n  
a r e  m e d i a t e d  by a d i s t i n c t  GTP r e g u l a t o r y  p r o t e i n  d e s i g n a t e d  Nt ( J a k o b s ,  
1 9 7 9 ;  C o o p e r .  1 9 8 2 ;  G i l m a n ,  1 9 8 4 ) .  N j .  l i k e  Ng , u n d e r g o e s  s u b u n i t  
d i s s o c i a t i o n  w i t h  s u b s e q u e n t  b i n d i n g  t o  a n d  I n a c t i v a t i o n  o f  t h e  
c a t a l y t i c  u n i t .  The  e x a c t  me cha n i s m whereby  Nj a t t e n u a t e s  t h e  a c t i v i t y  
o f  t h e  c a t a l y t i c  u n i t  I s  unknown ( r e v i e w e d  by R o d b e l l ,  1980 ;  B l r n b a u m e r  
e t  a l . .  1 9 8 5 a . b ) .
cAMP and cAMP-Dependent  P r o t e i n  K1nase
A d d i t i o n  o f  cAMP t o  l u t e a l  t i s s u e  I n c r e a s e d  P4 p r o d u c t i o n  w h i l e  
I n c u b a t i o n  w i t h  LH r e s u l t e d  In a  r a p i d  a c c u m u l a t i o n  o f  cAMP p r i o r  t o  P4 
s y n t h e s i s .  S u b s e q u e n t l y  I t  w a s  d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  a c t i o n  o f  LH w a s  
m e d i a t e d  by a d e n y l a t e  c y c l a s e  r a t h e r  t h a n  t h e  I n h i b i t i o n  o f  
p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  ( r e v i e w e d  by Marsh,  1976; W i l l i a m s  e t  a l . .
1978) .  The b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  cAMP a r e  m e d i a t e d  t h r o u g h  a s p e c i f i c  
c A M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  (PKA) ,  t h e  a c t i v a t i o n  o f  which I n v o l v e d  
agon 1 s t - Induced s t e r o i d o g e n e s i s  (Menon,  1973;  V a l t u k a l t l s  e t  a l . ,  1975 ;  
A z h a r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  L i n g  a n d  M a r s h ,  1 9 7 7 ) .  P«A I s  c o m p o s e d  o f  
r e g u l a t o r y  and c a t a l y t i c  s u b u n i t s ,  which In t h e  I n a c t i v e  s t a t e  e x i s t  a s  
a  ho loenzyme.  B i n d i n g  o f  tw o  m o l e c u l e s  o f  cAMP t o  t h e  r e g u l a t o r y  u n i t s  
I n d u c e s  s u b u n i t  d i s s o c i a t i o n  a n d  r e l e a s e  o f  t w o  e n z y m a t l c a l l y  a c t i v e  
c a t a l y t i c  s u b u n i t s  ( r e v i e w e d  by Walsh and A s h l e y ,  1973; K reb s  and Beavo .
1979) .  The a c t i v e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  can t h e n  phosph ory I  a t e  a  v a r i e t y  o f  
I n t r a c e l l u l a r  p r o t e i n s ,  and a c o r r e l a t i o n  In p r o t e i n  p h o s p h o r y l a t i o n  and  
P4  s y n t h e s i s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  In l u t e a l  t i s s u e  ( D a r b o n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  
Requl a t  Ion o f  S t e r o  I doqenes  I ; P r o t e  I n K T n a s e  _A.
T h e r e  a r e  t h r e e  s o u r c e s  o f  c h o l e s t e r o l  w h i ch  can be u t i l i z e d  f o r  t h e  
s y n t h e s i s  o f  P^ :  d e  novo  s y n t h e s i s  f r o m  a c e t a t e ,  c h o l e s t e r o l  d e r i v e d
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f ro m  c i r c u l a t i n g  l i p o p r o t e i n s ,  o r  c h o l e s t e r o l  d e r i v e d  f r o m  s t o r e d  
c h o l e s t e r o l  e s t e r s  ( r e v i e w e d  by D o r r l n g t o n .  1 9 7 7 ) .  The d e  n o v o  
s y n t h e s i s  o f  c h o l e s t e r o l  I s  r e g u l a t e d  by t h e  e n z y m e  3 - h y d r o x y - 3 -  
m e t h y I g I u t a r y I - c o e n z y m e  A r e d u c t a s e  ( B r o w n  e t  a l . .  1 9 7 3 ) .  w h i c h  I s  
r e g u l a t e d  by a p h o s p h o r y l a t l o n - d e p h o s p h o r y l a t l o n  mechan i sm (Beg e t  a l . ,  
1980; I n g e b r l t s e n  e t  a l . ,  1981) ,  t h e  a c t i v i t y  o f  which  I s  induced  by LH 
( K o v a n e n  e t  a l . .  1 9 7 8 ;  S c h u l e r  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  PK^ c a n  a l s o  
p h o s p h o r y l a t e  and a c t i v a t e  c h o l e s t e r o l  e s t e r  h y d r o l a s e  r e s u l t i n g  in t h e  
h y d r o l y s i s  o f  c h o l e s t e r o l  e s t e r s  t o  y i e l d  f r e e  c h o l e s t e r o l  ( T r z e c l a k  and 
Boyd ,  1 9 7 3 ;  B e c k e t t  a n d  Bo y d ,  1 9 7 7 ;  Cooke  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  C o l b r a n  e t  a l . ,
1 9 8 6 ) .  I n t r a c e l l u l a r  c h o l e s t e r o l  m u s t  t h e n  be t r a n s p o r t e d  t o  t h e  
m i t o c h o n d r i a  w he re  I t  i s  c o n v e r t e d  t o  p r e g n e n o l o n e  In a r a t e  l i m i t i n g  
r e a c t i o n  c a t a l y z e d  by t h e  c h o l e s t e r o l  s l d e - c h a l n  c l e a v a g e  enzyme s y s t e m  
( r e v i e w e d  by S a v a r d ,  1973).  The s l d e - c h a l n  c l e a v a g e  s y s t e m  r e s i d e s  In 
o r  on t h e  I n n e r  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  a n d  I s  c o m p o s e d  o f  t h r e e  
p r o t e i n s :  1) l u t e o d o x l n  r e d u c t a s e ,  an  F A D - c o n t a I n I n g  f I a v o p r o t e l n .  2) 
c y t o c h r o m e  P ^ g g g c c . t h e  t e r m i n a l  o x y g e n a s e ,  a nd  3) l u t e o d o x l n .  w h i c h  
s e r v e s  t o  s h u t t l e  e l e c t r o n s  b e t w e e n  t h e  r e d u c t a s e  and c P ^ j q  ( r e v i e w e d  by 
S u l l m o v l c l  and B o y d ,  1 9 6 9 ) .  T h e  c h o l e s t e r o l  s l d e - c h a l n  c l e a v a g e  
r e a c t i o n  I n v o l v e s  t w o  s e q u e n t i a l  hydroxy I a t I o n s  of  c h o l e s t e r o l  a t  c a r b o n  
22  a nd  c a r b o n  2 0  f o l l o w e d  by c l e a v a g e  o f  t h e  c h o l e s t e r o l  s l d e - c h a l n  
b e t we en  ca rb on  20 and 22.  Each s t e p  In t h e  r e a c t i o n  r e q u i r e s  oxygen and 
NADPH. t h u s  t h e  c o n v e r s i o n  o f  o n e  m o l e  o f  c h o l e s t e r o l  t o  o ne  m o l e  o f  
p r e g n e n o l o n e  r e q u i r e s  t h r e e  m o l e s  o f  o x y g e n  a n d  NADPH ( r e v i e w e d  by 
B u r s t e i n  and Gut ,  1971) .
M a n y  I n v e s t i g a t o r s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a g o n l  s t - 1  n d u c e d  
s t e r o i d o g e n e s i s  i s  d e p e n d e n t  upon p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( r e v i e w e d  by G a r r e n
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e t  a l . ,  1971; S a v a r d  e t  a l . ,  1976).  A l though  I t  has  been  s u g g e s t e d  t h a t  
P«A a c t s  d i r e c t l y  on t h e  s l d e - c h a l n  c l e a v a g e  sy s t e m  ( Ca ro n  e t  a l . ,  1975;  
W i l l i a m s  e t  a l . , 1 9 7 8 ) ,  r e c e n t  r e p o r t s  have shown t h a t  P«A has  no d i r e c t  
r e g u l a t o r y  a c t i o n  on m i t o c h o n d r i a l  s t e r o i d o g e n e s i s  (Downing and Dlm lno .  
1 9 7 9 ;  I n a b a  a nd  W l e s t ,  1 9 8 5 ) .  T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  t r a n s p o r t  o f  
c h o l e s t e r o l  t o  t h e  I n n e r  m i t o c h o n d r i a l  membrane  I s  t r a n s l a t i o n  d e p e n d e n t  
( C r l v e l l o  and  J e f c o a t e .  1 98 0 ;  M o r i  and M a r s h ,  1 9 8 2 ) ,  c o u p l e d  w i t h  t h e  
f i n d i n g  t h a t  PKy\ I s  t r a n s l  o c a  t e d  t o  t h e  n u c l e u s  w h e r e  I t  may r e g u l a t e  
t r a n s c r i p t i o n  ( Jungmann e t  a l . ,  1974; S p i e l v o g e l  e t  a l . ,  1977) ,  l e a d  t o  
t h e  p r o p o s a l  t h a t  s t i m u l a t i o n  o f  s t e r o i d o g e n e s i s  Is d e p e n d e n t  upon t h e  
s y n t h e s l s o f  a l a b i l e  r e g u l a t o r y  p r o t e I n  ( S i m p s o n  e t  a I . .  19 78 ) .  T h e  
I a b I  I e  p r o t e I n  I s  t h o u g h t  t o  b e  g e n e r a t e d  on  c y t o p  I a s m  I c  r I b o s o m e s .  
s i n c e  c h l o r a m p h e n i c o l ,  an I n h i b i t o r  of  m i t o c h o n d r i a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  
w as  I n e f f e c t i v e  In b l o c k i n g  s t e r o i d o g e n e s i s  ( A r t h u r  a n d  Boyd.  1 9 7 4 ) .  
The l a b i l e  p r o t e i n  may enhance agon 1 s t - I nd uce d  s t e r o i d o g e n e s i s  by a i d i n g  
Tn t h e  t r a n s p o r t  o f  c h o l e s t e r o l  a c r o s s  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e ,  
t h e r e b y  e n h a n c e l n g  c h o l e s t e r o l  s l d e - c h a l n  c l e a v a g e  a c t i v i t y  ( r e v i e w e d  by 
S t r a u s s  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
A f t e r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  c h o l e s t e r o l  t o  p r e g n e n o l o n e ,  p r e g n e n o l o n e  
d i f f u s e s  o u t  o f  t h e  ml t o c h o n d r  I a t o  t h e  s m o o t h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
w h e r e  I t  I s  c o n v e r t e d  t o  P4 by t h e  e n z y m e s  A ^ - 3 ^ - h y d r o x y s t e r o l  d 
de h y d r o g e n a se  (3J1-HSD) and £ ?  ^ - t s o m e r a s e  (Tamaokl .  1973).  The enz yme  
20*«-hy d r o x y s t e r o l  d d e h y d r o g e n a s e  ( 2 0 °« -H S D)  I s  a l s o  l o c a t e d  In t h e  
smooth  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  and  a c t s  t o  c o n v e r t  P^ t o  t h e  l e s s  p o t e n t  
p r o g e s t i n  2 0 2 - d I  h y d r o p r o g e s t e r o n e  (Tamaokl ,  1973) .  Wi th r e s p e c t  t o  t h e  
c o n t r o l  o f  s t e r o i d o g e n e s i s ,  b o t h  3£-HSD and 20°«-HSD a r e  un de r  hormona l  
r e g u l a t i o n  In r a t  g r a n u l o s a  c e l l s .  S t i m u l a t o r y  a g e n t s  su c h  as LH, FSH
23
c a t e c h o I  am I n e s  I n c r e a s e  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  3^-HSD w h i l e  
d e c r e a s i n g  20^-HSD a c t i v i t y .  I n h i b i t o r y  s u b s t a n c e s ,  such  a s  GnRH, a c t  
t o  r e g u l a t e  t h e s e  enzymes In a r e v e r s e  f a s h i o n .  The mechani sm whereby 
t h e s e  e n z y m e s  a r e  r e g u l a t e d  Tn o t h e r  s p e c i e s  I s  un k n o w n  ( r e v i e w e d  by 
Hsueh  e t  a l . ,  1 9 8 3 ,  1 98 4) .
R e g u l a t i o n  . a l  S t e r o i d o g e n e s i s ;  P r o t e i n  K i n a s e  £ .
P r o t e I n  k I n a s e  C ( P K q )  t s  a  c y t o s o l l c  e n z y m e  c o m p o s e d  o f  a s I n g I e  
p o l y p e p t l  de  c h a I  n. The e n z y m e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  c o n s i s t  o f  s u b u n i t s  
s i n c e  a c t i v a t i o n  I s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  
m o l e c u l e  ( r e v i e w e d  by Kuo e t  a l . ,  1984) .  A c t i v a t i o n  o f  P K q  I s  d e p e n d e n t  
upon p h o s p h o t l d y  I I n o s l t o l  ( P I )  h y d r o l y s i s  and  I n t r a c e l l u l a r  Ca2+ 
( r e v i e w e d  by Kuo e t  a l . ,  1984;  N l s h l z u k a ,  1984).  PI c o m p r i s e s  l e s s  th a n  
t e n  p e r c e n t  o f  t h e  t o t a l  p h o s p h o l i p i d  In mammal ian  membranes ,  m o s t  o f  I t  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p la sma  membrane a l t h o u g h  some i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
m i t o c h o n d r i a  and t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( r e v i e w e d  by M i t c h e l l ,  1975).  
H y d r o l y s i s  o f  PI I s  a s s o c i a t e d  w i t h  agon 1 s t - Induced  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  
PI by s p e c i f i c  k i n a s e s  t o  f o r m  p h o s p h a t l  dy I i n o s r t o l  4 - p h o s p h a t e  (PIP) 
and p h o s p h a t i d y l  I n o s i t o l  4 , 5 - b l s p h o s p h a t e  (P IP 2 ). P IP 2  I s  a c t e d  upon by 
p h o s p h o l I p a s e - C  t o  y i e l d  d l a c y I g l y c e r o l  (DAG) and I n o s i t o l  t r i p h o s p h a t e  
( IP3 ). IP3 a c t s  t o  enhance  t h e  I n t r a c e l l u l a r  m o b i l i z a t i o n  o f  Ca2+ , t h u s  
p r o m o t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  DAG by t h e  Ca2+- d e p e n d e n t  phosphol  Ip as e -C  
( r e v i e w e d  by F a r e s e ,  1 9 8 3 a , b ,  1 9 8 4 ) .  DAG. In c o n j u n c t i o n  w i t h  Ca2 + . 
a c t i v a t e s  P K q  by I n c r e a s i n g  I t s  a f f i n i t y  f o r  Ca2 + . T he  a c t i v a t e d  P K q  
t h e n  a c t s  s y n e r g I s t l c a l I y  w i t h  m o b i l i z e d  Ca2+ t o  I n d u c e  c e l l u l a r  
r e s p o n s e s .  T h u s .  P K q  I s  a Ca2 + - d e p e n d e n t .  p h o s p h o l I p l d - s e n s l t l v e  
e n z y m e ,  w h i c h  when a c t i v a t e d  a c t s  In a s y n e r g i s t i c  m a n n e r  w i t h  
I n t r a c e l l u l a r  Ca2+ t o  e l I c l t e  a f u l l  p h y s i o l o g i c a l  r e s p o n s e  ( r e v i e w e d  by
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K u o e t a l . ,  1 9 8 4 ;  N l s h l z u k a ,  1 9 8 4 ) .
W i th  r e s p e c t  t o  s t e r o i d o g e n e s i s ,  LH h a s  b e e n  sho w n t o  I n c r e a s e  PI 
h y d r o l y s i s  Tn b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  ( D a v i s  e t  a l . ,  19 81 )  a n d  r a t  
g r a n u l o s a  c e l  I s  ( D a v i s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  P K q  a c t i v i t y  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  In c y t o s o l I c  p r e p a r a t i o n s  f r o m  t h e  b o v i n e  CL ( D a v i s  a n d  
C l a r k ,  19 83)  a n d  human o v a r y  ( C l a r k  e t  a l - ,  1 9 8 3 ) .  Use o f  p h o r b o l  
e s t e r s ,  which  ca n  s u b s t i t u t e  f o r  DAG and d i r e c t l y  a c t i v a t e  P K q ( C a s t a g n a  
e t  a l , ,  1 9 8 2 ;  N i e d e l  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  h a v e  b e e n  sho w n t o  s t i m u l a t e  
s t e r o i d o g e n e s i s  In bov ine l u t e a l  t i s s u e  (B r u n sw ig  e t  a l . .  1986) and  r a t  
g r a n u l o s a  c e l  I s  (Kawai  a nd  C l a r k ,  1 9 8 5 ;  S h t n o h a r a  e t  a l . .  1 9 8 6 ) .  The  
m e c h a n i s m  w h e r e b y  P K q  m e d i a t e s  a g o n  I s t - 1n d u c e d  s t e r o i d o g e n e s i s  I s  
unknown.
P rogesterone S e c r e t i o n
Once s y n t h e s i z e d  , P^ m u s t  be  s e c r e t e d  f r o m  t h e  CL I n t o  t h e  
b l o o d s t r e a m .  I t  h a s  b e e n  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  o v e r  t h e  y e a r s  t h a t  t h e  
s y n t h e s i s  o f  s t e r o i d  hormones I s  d i r e c t l y  c o u p l e d  t o  s t i m u l a t i o n ,  and 
t h a t  n e w l y  s y n t h e s i z e d  s t e r o i d s  l e a v e  t h e  c e l l s  w i t h i n  m i n u t e s  by 
p a s s i v e  d i f f u s i o n  (V ogt ,  1 9 4 3 ;  S h o r t ,  1 9 6 4 ;  E n d e r s ,  1 9 7 3 ;  B a i r d ,  19 7 7 ;  
R i c e  e t  a l . ,  1986) .  However,  some  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  s e c r e t i o n  o f  P4
O  j .
may be  an  a c t i v e  p r o c e s s .  F o r  e x a m p l e ,  P4 s e c r e t i o n  r e q u i r e s  Ca 
( H l g u c h l  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) ,  a nd  K+ - 1 n d u c e d  m e m b r a n e  d e p o l a r i z a t i o n  I s  
a s s o c i a t e d  w i t h  a r a p i d  e n h a n c e m e n t  In P4  s e c r e t i o n  ( H l g u c h i  e t  a l . .  
1976) .  I t  h as  been  s u g g e s t e d  t h a t  P4 b i n d s  t o  c y t o s o l i c  p r o t e i n s  and  I s  
p a c k a g e d  I n t o  g r a n u l e s  w h i c h  a r e  r e l e a s e d  by an e x o c y t o t l c  m e c h a n i s m  
(G em me t l  e t  a l . ,  197 4 ;  Q u i r k  e t  a l . .  1 9 7 9 ;  S a w y e r  e t  a l . .  1 9 7 9 ) .  Two 
s p e c i f i c  P4 b i n d i n g  p r o t e i n s  ha ve  been fo und  In c y t o s o l i c  p r e p a r a t i o n s  
o f  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  ( M i l  I c o x ,  1 9 8 3 ) .  H o w e v e r ,  a l t e r a t i o n  o f
3 0
c y t o s k e l e t a l  s t r u c t u r e s  I m p o r t a n t  In c e l l u l a r  t r a n s p o r t  w e r e  found t o  
have  no e f f e c t  on P4 s e c r e t i o n  ( Z o r  e t  a l . .  1978;  Azhar and  Menon.  1981; 
Gw yn n e  and  Condo n ,  1 9 8 2 ) .  A d d i t i o n a l  l y .  R i c e  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  w e r e  u n a b l e  
t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  P4  In s e c r e t o r y  g r a n u l e s  w i t h i n  t h e  o v i n e  
c o r p u s  luteum.  F u r t h e r m o r e ,  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  i n s t e a d  o f  s e c r e t o r y  
g r a n u l e s ,  serum s t e r o i d  b i n d i n g  p r o t e i n s  may f a c i l i t a t e  t h e  t r a n s p o r t  o f  
s t e r o i d  h o r m o n e s  f r o m  t h e i r  s i t e  o f  s y n t h e s i s  I n t o  t h e  b l o o d  s t r e a m  
(Condon and P a te .  1981).
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The a d d i t i o n  o f  a c e t y l c h o l i n e  o r  h i s t a m i n e  (10” ^ t o  10- “*M), f -  
a m t n o b u t y r I c  a c i d ,  a dopam ine  a g o n i s t ,  and m e l a t o n i n  (10- ^ t o  10“ ^M) d i d  
n o t  a l t e r  b a s a l  o r  L H - s t l m u l a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  (P>0.05).  The 
a d d i t i o n  o f  t h e  s p e c i f i c  ^ 2 " aclr e n e r 9 *c a g o n i s t s  t e r b u t a l l n e  and  
s a l b u t a m o l  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n .  
T r e a t m e n t  o f  l u t e a l  c e l l s  w i t h  s e r o t o n i n  (5-HT),  10"® t o  10” * M I n c r e a s e d  
t h e  p r o d u c t i o n  of  p r o g e s t e r o n e  (P<0.05).  Th fs  s t i m u l a t e d  p r o d u c t i o n  was 
I n h i b i t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  m i a n s e r i n  ( 1 0"^ M,  a 5-HT a n t a g o n i s t ;  
P < 0 . 0 5 ) .  I s o p r o t e r e n o l  ( 1 0 “ ^ t o  10“ *M) a l s o  r e s u l t e d  In s i g n i f i c a n t  
I n c r e a s e s  In p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  (P<0.05).  The combined t r e a t m e n t s  
o f  5-HT + LH, I s o p r o t e r e n o l  + LH, o r  I s o p r o t e r e n o l  + 5-HT d id  n o t  r e s u l t  
In a f u r t h e r  I n c r e a s e  In p r o g e s t e r o n e  ab o ve  t h a t  o b s e r v e d  In r e s p o n s e  t o  
LH o r  I s o p r o t e r e n o l  a l o n e  ( P > 0 . 0 5 ) .  T h e  I s o p r o t e r e n o I -  1n d u c e d  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  c o u l d  n o t  be b l o c k e d  by b u t o x a m l n e  (10” 
^ M, a a n + a g ° n  15 + ) ,  o r  p r a c t o l o l  ( 1 0 “ 5 M, a ^ - a n t a g o n  I s t ) , b u t  was  
I n h i b i t e d  by p r o p r a n o l o l  (10” ^M, a g e n e r a l  £ - a n t a g o n i s t ;  P<0.05) .  The 
r e s p o n s e  t o  I s o p r o t e r e n o l  was  u n e f f e c t e d  by m i a n s e r i n  ( 1 0 ” 5 M). T h e s e  
r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  a p o s s l b l e  r o l e  f o r  5-HT in  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  
s t e r o i d o g e n e s i s  by t h e  b o v i n e  c o r p u s  lu te um .  F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  r e s u l t s  
s u g g e s t  t h a t  t h e  5 - H T - I n d u c e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  I s  a r e c e p t o r -  
m e d i a t e d  e v e n t .
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I n t r o d u c t i o n
A t  t h e  l e v e l  o f  t h e  o v a r y  t h e  a d r e n e r g i c  a g e n t s  a d r e n a l i n e ,  
n o r a d r e n a l i n e  and I s o p r o t e r e n o l  have  been shown t o  s t i m u l a t e  cAMP and 
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by l u t e a l  t i s s u e  f rom t h e  cow (Condon 4 B l a c k ,  
1 9 7 6 ;  G o d k l n ,  B l a c k  4 Duby,  1 9 7 7 ;  M l l v a e ,  AI I I a 4 H a n s e l ,  1 9 8 3 ) ,  r a t  
( H a r w o o d ,  R l c h e r t ,  D u fa u  4 C a t t ,  1 9 8 0 ;  R a t n e r ,  S a n b o r n  4 W e i s s ,  1 9 8 0 ;  
N o r j a v a a r a ,  S e l s t a m  4 Ahren,  1982) ,  r a b b i t  (B I rn ba u m er ,  Yang,  Hunztckei— 
Dunn,  B r o c k a e r t  4 D u r a n ,  1 9 7 6 ) ,  a n d  e w e  ( J o r d a n ,  C a f f r e y  4 N i s w e n d e r ,  
1978).  In c o n t r a s t  t o  t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o f  c a t e c h o l a m i n e s  In t h e  
a f o r e m e n t i o n e d  s p e c i e s ,  c o r p o r a  l u t e a  o f  t h e  m a r e  ( C o n d o n ,  Gan ja m 4 
Kenney,  1979) and woman (R ic h a r d so n  4 Masson,  1980; C a s p e r  4 C o t t e r e l l ,  
198 4)  a p p e a r  t o  be r e f r a c t o r y  t o  s t i m u l a t i o n  by e x o g e n o u s  a d r e n e r g i c  
a g o n i s t s .
C a t e c h o l a m i n e s  a c t  d i r e c t l y  on l u t e a l  c e l l s ,  s i n c e  f i b r o b l a s t s  
a nd  e r y t h r o c y t e s  s e p a r a t e d  f r o m  e w e  l u t e a l  c e l l  s u s p e n s i o n s  d i d  n o t  
p r o d u c e  s i g n i f i c a n t  amo un t s  o f  cAMP In r e s p o n s e  t o  a d r e n a l i n e  ( J o r d a n  e t  
a l . ,  1978) .  A d r e n e r g i c  a g e n t s  a r e  t h o u g h t  t o  Tnduce cAMP and s u b s e q u e n t  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by b i n d i n g  t o  s p e c i f i c  r e c e p t o r s  In t h e  l u t e a l  
c e l l  membrane  ( L e f k o w l t z ,  1976).  I n i t i a l  s u p p o r t  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s  I s  
s u g g e s t e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  p r o p r a n o l o l  can  b loc k  t h e  c a t e c h o l  a m i n e -  
In duced  I n c r e a s e  In l u t e a l  cAMP and p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  In t h e  cow 
(C o n d o n  4 B l a c k ,  1 9 7 6 ;  G od k ln  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) ,  r a t  ( H a rw o o d  e t  a l . ,  198 0 ;  
N o r j a v a a r a  e t  a l . ,  1 98 2)  and  e w e  ( J o r d a n  e t  a l . ,  19 7 8 ) .  T h e s e  r e s u l t s  
n o t  o n l y  s u g g e s t  s p e c i f i c  a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s ,  b u t  a l s o  t h a t  the y  a r e  
of  t h e  y> - a d r e n e r g i c  t y p e .  In t h e  r a t  t h e  £ - a d r e n e r g i c  s t i m u l a t i o n  o f  
o v a r i a n  cAMP a nd  p r o g e s t e r o n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  be  m e d i a t e d  by
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a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  ( C o l e m a n ,  P a t e r s o n  & S o m e r v i l l e ,  1 9 7 9 ;  R a t n e r ,  
W e i s s  & S a n b o r n ,  1 9 8 0 ;  A das h l  & H s u e h ,  1 9 8 1 ;  N o r j a v a a r a ,  R o s e b e r g ,  
G a f v e l s  & S e l s t a m ,  1984) .  In t h e  cow and ewe t h e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a 
s p e c i f I c  ^ 2 _ a ^r e n e r 9 ^c  m e d i a t i o n  o f  c a t e c h o l a m i n e  r e s p o n s e  by l u t e a l  
c e l l s  h a s  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d .  T he  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w i t h  cow 
l u t e a l  c e l l s  was  t o  d e t e r m i n e  ( a )  w h e t h e r  t h e  c a t e c h o I  am I n e - I n d u c e d  
I n c r e a s e  in  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  I s  m e d i a t e d  by a # 2 “ a d r e n e r g  I c 
r e c e p t o r  a n d  (b )  t h e  r o l e  o f  o t h e r  b i o g e n i c  a m i n e s  on b a s a l  and  LH- 
s t i m u l a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n .
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M a t e r i a l s  and Methods
Materials and drug p r e p a r a t i o n
S e r o t o n i n  ( 5 - h y d r o x y t r y p t a m  Ine  o x a l a t e  s a l t ;  5-HT),  dI -  I s o p r o t e r e n o l  
HCl, a c e t y c h o l I n e  chi  o r  Ide,  h i s t a m i n e  d I h y d r o c h I  o r  I d e ,  s a  I b u t a m o l  ,  V -  
am I n o - . a - b u t y r  Tc a c i d  (GABA), m e l a t o n i n  ( .M-acety l - 5 - m e t h o x y t r y p t a m  Ine)  
a nd  d l - p r o p r a n o l o I  HCl w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S ig m a  C h e m i c a l  Co. ,  S t .  
L o u i s ,  MO. M i a n s e r i n  HCl a n d  2 - am I n o - 6 , 7 - d I h y d r  o x y - 1 , 2 , 3  , 4 -  
t e t r a h y d r o n a p h t h a l e n e  h y d r o b r o m i d e  w e r e  f r o m  R e s e a r c h  B I o c h e m r c a I s .  
Inc . ,  Wayland,  MA, and  b u to x a m ln e  HCl was f rom  B u r r o u g h ' s  Wellcome Co., 
R e s e a r c h  T r i a n g l e  P a r k ,  NC. T e r b u t a l t n e  was d o n a t e d  by Cl ba - Ge l gy  Corp . ,  
Summi t ,  NJ, p r a c t o l o l  was d o n a t e d  by I m p e r ia l  Chemical  I n d u s t r i e s  PLC, 
M a c c l e s f i e l d ,  C h e s h i r e ,  U.K. L u t e i n i z i n g  hormone  (LH) was  s u p p l i e d  by 
t h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h  (NIAMDD-bLH-4) .  H a m ' s  F12 c u l t u r e  
medium was p u r c h a s e d  f rom Grand I s l a n d  B i o l o g i c a l  Co., Gran d  I s l a n d ,  NY. 
The  c o l  l a g e n a s e  was  W o r t h i n g t o n ,  Typ e  1,  F r e e h o l d ,  NJ ,  and  t h e  i J - 2 -  
h yd ro x y th y  I p l p e r a z l n e - I f - 2 - e t h a n e s u l  phon  I c  a c i d  ( H e p e s )  w a s  p u r c h a s e d  
f rom C a l b l o c h e m - B e h r l n g ,  San Diego ,  CA.
S a l b u t a m o l  a nd  t e r b u t a l l n e  a r e  s p e c  I f  I c  ^ 2 _ac*r e n e r 9 I c r e c e p t o r  
a g o n i s t s ,  w h i l e  I s o p r o t e r e n o l  I s  a  n o n s p e c T f I c ^ - a g o n I s t ,  a c t i v a t i n g  
bo th  s u b t y p e s  o f  ^ - r e c e p t o r s .  B u t o x a m l n e  I s  a s p e c  I f i c  ^ 2 - ac *r e n e r 9 * c 
r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  and p r a c t o l o l  a s p e c i f I c ^ - a n t a g o n i s t ;  p r o p r a n o l o l  
I s  a n o n s p e c i f i c  j ^ - a d r e n e r g  I c b l o c k i n g  a g e n t .  M i a n s e r i n  I s  a 
n o n s p e c i f i c  s e r o t o n i n  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  wh ich  b lo c k s  b o t h  5-HT^ and 5 -  
HT2 r e c e p t o r  s u b t y p e s  a n d  2 - a m I  n o - 6 , 7 - d I h y d r o x y - 1 , 2  , 3  , 4 -  
t e t r a h y d r o n a p t h a l e n e  h y d r o b r o m i d e  I s  a n o n s p e c i f i c  dopamIne  agon I s t .  
All  ho rmone and d rug  p r e p a r a t i o n s  wer e  p r e p a r e d  In c o l d  0.05M p h o s p h a t e -
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b u f f e r e d  s a l  I n e  (pH 7 . 4 )  b e f o r e  u s e  In e a c h  e x p e r i m e n t  a n d  u s e d  a t  a 
f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  10“ ^ t o  10“ ^M. In a l l  c a s e s  N e q u a l s  t h e  number  
o f  a n i m a l s  t e s t e d .  Dupl  I c a t e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  al I t r e a t m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  f o r  each  c o r p u s  Iuteum.
Experimental p r o c e d u r e s
C o r p o r a  I u t e a  (CL) w e r e  o b t a i n e d  pe r  vagIn am  from r e g u l a r l y  c y c l I n g ,  
n o n l a c t a t l n g  d a i r y  cows  on days  10-1 2  of  t h e  o e s t r o u s  c y c l e  ( o e s t r u s= D a y  
0 ) .  T he  l u t e a l  t i s s u e  was  p l a c e d  I n t o  H am 's  F12 c u l t u r e  m e d iu m  
c o n t a i n i n g  2 4  mM H e p e s  (pH 7 . 4 )  a t  4°C f o r  t r a n s p o r t  b a c k  t o  t h e  
l a b o r a t o r y .  The l u t e a l  t i s s u e  was d i s s o c i a t e d  us ing  c o l l a g e n a s e  (2000 
U/g t i s s u e )  a s  d e s c r i b e d  by Simmons,  C a f f r e y ,  . P h i l l i p s ,  Abel & N lsw en de r
( 1 9 7 6 )  a n d  m o d i f i e d  by P a t e  & Condo n  ( 1 9 8 2 ) .  C e l l  v i a b i l i t y  w a s  
d e t e r m i n e d  by t h e  t r y p a n  b l u e  e x c l u s i o n  m e t h o d  ( T e n n a n t ,  1 9 6 4 ) .  
I n c u b a t i o n s  w er e  c o n d u c t e d  u t i l i z i n g  2.5 x 10^ v i a b l e  c e l l s / c u l t u r e  t u b e  
In  a f i n a l  v o l u m e  o f  1 ml o f  Ham 's  F12 c u l t u r e  me d i um .  L u t e a l  c e l  I 
s u s p e n s i o n s  w ere  I n c u b a t e d  In a Dubnoff  m e t a b o l I c  s h a k e r  w a t e r  b a t h  a t  
37°C s t a r t i n g  w i t h  a  15 mln p r e l n c u b a t l o n  p e r i o d ,  a f t e r  w h ic h  t h e  c e l l s  
w e r e  c e n t r l  f  uged  ( 8 0 0  g ,  10 mln  a t  4°C)  a n d  t h e  medium d l  s  c a r d e d .  T h e  
c e l l s  w e r e  t h e n  r e s u s p e n d e d  In f r e s h  m e d i u m  and t h e  a p p r o p r i a t e  
t r e a t m e n t  s o l u t i o n s  a d d e d .  A f t e r  t h e  I n c u b a t i o n  p e r i o d  o f  2 - h ,  c e l  I 
s u s p e n s i o n s  were  c e n t r i f u g e d  and t h e  c u l t u r e  medium was c o l l e c t e d  and  
s t o r e d  ( - 2 0 ° C )  f o r  s u b s e q u e n t  d e t e r m i n a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  
c o n c e n t r a t i o n .
P r o g e s t e r o n e  p r e s e n t  In t h e  c u l t u r e  m e d i u m  was q u a n t i t a t e d  by 
r a d i o i m m u n o a s s a y  o f  u n e x t r a c t e d  s a m p l e s  u s i n g  a n t  I p r o g e s t e r o n e - 1 1- b o v i n e  
se rum a l b u m i n  (No. 337 ,  Nlsw end er ) .  T h i s  a n t i  s e ru m  does  n o t  c r o s s - r e a c t
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s i g n i f i c a n t l y  w i t h  any o t h e r  s t e r o i d  p r e s e n t  In t h e  I n c u b a t i o n  medium 
( G I b o r l ,  A n t cz ak ,  & R o t h c h l l d ,  1977).  The p r o g e s t e r o n e  t r a c e r  used  was 
[ l , 2 - 3 hG p r o g e s t e r o n e  a n d  was  p u r c h a s e d  f r o m  New E n g l a n d  N u c l e a r  
(B o s to n ,  MA). The s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  lower  
9 5$  c o n f i d e n c e  l i m i t  o f  t h e  max imum b i n d i n g  In t h e  a b s e n c e  o f  any 
u n l a b e l e d  p r o g e s t e r o n e  w a s  0.1 ng.  T h e  I n t r a a s s a y  a n d  I n t e r a s s a y  
c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a b i l i t y  w e r e  5 . 3 $  a n d  1 3 . 3 $ ,  r e s p e c t i v e l y .  A l l  
s t a n d a r d s  w e r e  a s s a y e d  In q u a d r u p l I I c a t e ,  and a l l  unknowns w e r e  a s s a y e d  
In d u p l i c a t e .
S.ta .t.lstlcal analysis
A n a l y s i s  o f  d i f f e r e n c e s  be tween  t r e a t m e n t  means was c o n d u c t e d  us in g  
o ne -w ay  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  f o l l o w e d  by t h e  S tu de n t - N ew m a n -K e u l s  mean 
s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e .
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R e s u l t s
T h e  e f f e c t s  o f  some  o f  t h e  b i o g e n i c  a m i n e s  on b a s a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  a r e  p r e s e n t e d  In T a b l e  1. P r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  w as  n o t  
a f f e c t e d  s i g n i f i c a n t l y  by a c e t y l c h o l i n e ,  h i s t a m i n e ,  GABA, dopamine  o r  
m e l a t o n i n  o v e r  t h e  t r e a t m e n t  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .  S i m i l a r l y ,  none o f  
t h e s e  compounds had any e f f e c t  on I H - s t l m u  I a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  
( P > 0 . 0 5 ,  T a b l e  2 ) .  T e r b u t a l  I n e  a n d  s a l b u t a m o l  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  b a s a l  
o r  L H - s t l m u  I a t e d  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e .  LH ( 1 0 0  n g / m l )  a l o n e  
r e s u l t e d  In a l a r g e  I n c r e a s e  In p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  <P<0.01).
The a d d i t i o n  o f  s e r o t o n i n  a t  c o n c e n t r a t i o n s  f rom  1 0- 6  t o  10“ 
s t i m u l a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  by l u t e a l  c e l  I s  ( P < 0 . 0 5 ,  
T e x t - f i g .  1) .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  5 -HT I n d u c e d  p r o g e s t e r o n e  r e s p o n s e  
c o u l d  be b lo c k ed  by t h e  a d d i t i o n  o f  m i a n s e r i n  (10“ 5 M, P<0.05).  The 5-HT 
s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  was s i g n i f i c a n t l y  l e s s  t h a n  t h a t  
o b s e r v e d  f o r  LH a l o n e  and t h e r e  was  no a d d i t i v e  e f f e c t  o f  5-HT combined  
w i t h  LH. I s o p r o t e r e n o  I , a t  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  1 0 ” ^ t o  a l s o
r e s u l t e d  In s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  ( P < 0 . 0 5 ,  T e x t - f i g .  
2) .  The c o m b i n a t i o n  of  i s o p r o t e r e n o l  p l u s  LH o r  I s o p r o t e r e n o l  p l u s  5-HT 
(10“ ^M) d i d  n o t  r e s u l t  In a s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  above 
t h a t  o b s e r v e d  w i t h  LH o r  I s o p r o t e r e n o l ,  r e s p e c t i v e l y  ( P > 0 . 0 5 ) .  The 
e f f e c t  o f  v a r l o u s J i - a d r e n e r g T c  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s  and m i a n s e r i n  upon 
I s o p r o t e r e n o l -  s t i m u l a t e d  p r o g e s t e r o n e  I s  p r e s e n t e d  in T e x t - f i g .  3.  The 
I s o p r o t e r e n o l -  I n d u c e d  r e s p o n s e  c o u l d  n o t  b e  I n h i b i t e d  by b u t o x a m l n e  
(10“ ^M) o r  p r a c t o l o l  U 0 “ ^M) a t  any o f  t h e  I s o p r o t e r e n o l  c o n c e n t r a t i o n s  
t e s t e d  ( P > 0 . 0 5 ) .  S i m i l a r l y ,  m i a n s e r i n  d i d  n o t  b l o c k
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by I s o p r o t e r e n o l  ( P > 0 . 0 5 ) .  In c o n t r a s t .
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p r o p r a n o l o l  (10” ®M) d i d  I n h i b i t  t h e  I s o p r o t e r e n o l - I n d u c e d  r e s p o n s e  a t  an 
I s o p r o t e r e n o l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 “ ^ t o  10“ ^M ( P < 0 . 0 5 ) .  None o f  t h e  
a n t a g o n i s t s  used In t h e s e  s t u d i e s  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  e i t h e r  b a s a l  o r  
L H - s t l m u l a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  ( d a t a  n o t  shown).
7 0
D is c u s s io n
T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  a p o s s i b l e  r o l e  f o r  s e r o t o n i n  In t h e  
s t i m u l a t i o n  o f  s t e r o l d o g e n e s I s  by t h e  b o v I n e  CL. T h a t  t h e  s e r o t o n I n -  
Tnduced s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  c o u l d  be I n h i b i t e d  by a 
s e r o t o n i n  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  s u g g e s t s  I t s  a c t i o n  t o  b e  a r e c e p t o r -  
m e d i a t e d  e v e n t .  A p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t  w i t h  C. E. Rexroad,  J r .  (USDA, 
B e l t s v l l l e )  h a s  shown s e r o t o n i n  t o  be p r e s e n t  w i t h i n  t h e  b o v i n e  CL a t  a 
r e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 5 2 . 7 * 4 0 - 1 9  n g / g ) .  In t h e  p i n e a l  g l a n d  
o f  t h e  c o w ,  s e r o t o n i n  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g e  f r o m  1000  t o  2 0 0 0  n g / g  
d e p e n d i n g  u p o n  t h e  t i m e  o f  y e a r  ( P h i l o  & R e i t e r ,  19 80 ) .  In t h e  r a t .  
C l a u s e !  I & S o l t m a n  ( 1 9 7 8 )  h a v e  r e p o r t e d  5-HT t o  be  p r e s e n t  In o v a r i a n  
t i s s u e :  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5-HT w as  a p p r o x i m a t e l y  900 n g /g  d u r i n g  b o t h  
d f o e s t r u s  a n d  m e t o e s t r u s  w i t h  a s i g n i f i c a n t  I n c r e a s e  t o  1300 n g / g  
o c c u r r i n g  a t  o e s t r u s  a n d  a r o l e  f o r  o v a r i a n  5 -H T  in t h e  p r o c e s s  o f  
o v u l a t i o n  was  p r oposed .
P o s s i b l e  s o u r c e s  o f  l u t e a l  5-HT I n c lu d e  m a s t  c e l l s ,  b l o o d  p l a t e l e t s  
and de novo s y n t h e s i s .  In t h i s  l a b o r a t o r y ,  h i s t o l o g i c a l  d e t e r m i n a t i o n  
o f  m a s t  c e l l s  us ing  Gt em sa ,  t o l u f d e n e  b lue and m e t h y l e n e  b l u e  s t a i n i n g  
t e c h n i q u e s  h a s  n o t  conc l  u s l v e l y  d e m o n s t r a t e d  t h e i r  p r e s e n c e  In l u t e a l  
t i s s u e  o f  cows .  I t  I s  p o s s i b l e  t h a t  s e r o t o n i n  may be work i ng  I n d i r e c t l y
t o  s t i m u l a t e  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by a c t i n g  on a se c o n d a r y  c e l l  t y p e
s u c h  a s  e n d o t h e l i a l  c e l l s  t o  p r o d u c e  a I u t e o t r o p h i n .  S t u d i e s  a r e  
p r e s e n t l y  underway t o  e v a l u a t e  t h i s  p o s s i b i l i t y  a n d  t o  f u r t h e r  d e f i n e  
t h e  r o l e  o f  s e r o t o n i n  a nd  I t s '  m e t a b o l i t e s  I n t h e  s t i m u l a t i o n  o f  
s t e r o i d o g e n e s i s  by t h e  b o v in e  CL.
i l l  v l t r o  s t u d i e s  u s i n g  human  CL s l i c e s  s h o w e d  t h a t  m e l a t o n i n
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s t i m u l a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  I n  a  d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r  w h i l e  
s e r o t o n T n  a n d  N - a c e t y l  s e r o t o n i n  h a d  no e f f e c t  on p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  ( M a c P h e e ,  C o l e ,  & R i c e ,  1 9 7 5 ) .  In c u l t u r e d  r a t  g r a n u l o s a  
c e l l s ,  m e l a t o n i n  has  been r e p o r t e d  t o  I n c r e a s e  b a s a l  and L H - s t l m u l a t e d  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  ( F l s k e ,  P a r k e r ,  Ulmer,  Ow 4 A z iz ,  1984) .  E^H]-
m e l a t o n l n  has  b e e n  r e p o r t e d  t o  be s e l e c t i v e l y  t a k e n  up by t h e  o v a r i e s  In 
t h e  r a t  and c a t  In v Ivo  (Wur tman,  A x e l r o d  4 P o t t e r ,  1964).  In m a le  r a t s  
m e l a t o n i n  and s e r o t o n i n  h a v e  been d e m o n s t r a t e d  t o  I n h i b i t  t h e  In v i t r o  
b l o s y n t h e s I s  o f  a n d r o g e n s  ( P e a t  4 K i n  s o n ,  1 9 71 ,  E l l i s ,  1 9 7 2 ) .  In o u r  
s t u d i e s  u t i l i z i n g  d i s s o c i a t e d  bov ine  l u t e a l  c e l l s  m e l a t o n i n  was u n ab l e  
t o  a l t e r  e i t h e r  b as a l  o r  L H - s t l m u l a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n .
A p o s s i b l e  r o l e  f o r  GABA In t h e  r e g u l a t i o n  o f  o v a r i a n  f u n c t i o n  has  
b e e n  s u g g e s t e d  du e  t o  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  
coumpound In r a t  o v a r i a n  t i s s u e  (Del Rfo  & C a b a l l e r o ,  1980). S h a e f f e r  4 
Hsueh (1982) h av e  r e p o r t e d  GABA and g l u t a m a t e  d e c a r b o x y l a s e  (GAD), t h e  
e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  GABA s y n t h e s i s ,  t o  be p r e s e n t  In w h o l e  o v a r i a n  
h om o g e n a te s  b u t  n o t  In e n r i c h e d  o v ar T an  g r a n u l o s a  c e l l s .  A d d i t i o n a l l y ,  
t h e s e  a u t h o r s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  s p e c i f i c  b in d in g  s i t e s  f o r  GABA In t h e  
r a t  o v a r y ,  w i t h  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  s i t e s  b e i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  
g r a n u l o s a  c e l l s .  The t e s t i n g  o f  GABA In o u r  s h o r t - t e r m  I n c u b a t i o n  
s y s t e m  d o e s  n o t  s u p p o r t  a r o l e  f o r  GABA I n  t h e  c o n t r o l  o f  
s t e r o i d o g e n e s i s  by t h e  b o v i n e  CL.
To  o u r  know l e d g e ,  t h e r e  I s o n l y  a s i n g l e  r e p o r t  In t h e  l i t e r a t u r e  
c o n c e r n  I ng t h e  e f  f  e c t s  o f  a c e t y  I c h o l l n e o n l u t e a l  f u n c t i o n .  In t h a t  
s t u d y ,  a c e t y l c h o l I n e  a n d  c a b a c h o l  ( a  s y n t h e t i c  c h o l  I n e r g l c  a g e n t )  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  up t o  1 0 ~ 4 M d i d  n o t  e f f e c t  b a s a l  o r  L H - s t I m u I a t e d  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by human l u t e a l  t i s s u e  fn e i t h e r  a s h o r t - t e r m  (4
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h) o r  l o n g - t e r m  <10 d ay )  c u l t u r e  s y s t e m  ( C a s p e r  4 C o + t e r e l l ,  19 84 ) .  
T h e r e  a r e  no d a t a  c o n c e r n i n g  t h e  e f f e c t s  o f  h i s t a m i n e  a n d  d o p a m i n e  on 
l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s .  However ,  h i s t a m i n e  h a s  been r e p o r t e d  t o  Induce 
t h e  p r o d u c t i o n  o f  c o r t i s o l  a n d  c o r t i c o s t e r o n e  by d i s s o c i a t e d  a d r e n a l  
c e l l s  o f  t h e  dog ( H l r o s e ,  M a ts u m a to  & Alkawa ,  1978).  In o u r  s t u d i e s  we 
h a v e  b e e n  u n a b l e  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  s i g n i f i c a n t  I n f l u e n c e  o f  
a c e t y l c h o l i n e ,  h i s t a m i n e  o r  d o p a m i n e  I n  c o n t r o l l i n g  l u t e a l  
s t e r o l d o g e n e s l s .
The I s o p r o t e r e n o l  s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  r e p o r t e d  In t h i s  s t u d y  
I s  c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s  r e s u l t s  r e p o r t e d  f o r  b o v i n e  l u t e a l  s l i c e s  
( C o n do n  & B l a c k ;  1 9 7 6 ,  G o d k ln  e t  a l . .  1 9 7 7 )  a n d  d i s s o c i a t e d  b o v i n e  
l u t e a l  c e l l s  ( M l l v a e  e t  a l . ,  1983) .  N e i t h e r  t e r b u t a l I n e  n o r  s a l b u t a m o l ,  
t h e  tw o  ^ “ a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  u se d  In t h e  p r e s e n t  s tu d y ,  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by bov ine  l u t e a l  c e l l s .  T h e s e  r e s u l t s  
d i f f e r  f r o m  t h o s e  r e p r o t e d  f o r  r a t  l u t e a l  t i s s u e  ( R a t n e r  e t  a l . ,  19 8 0 ;  
N o r j a v a a r a  e t  a l . ,  1984)  a nd  F S H - p r l m e d  r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s  ( A d a s h l  & 
H s u e h ,  1 9 8 1 ) .  A d d i t i o n a l l y .  I s o p r o t e r e n o l  w a s  r e p o r t e d  t o  s t i m u l a t e  
cAMP by r a t  l u t e a l  t i s s u e ,  a n d  t h i s  r e s p o n s e  c o u l d  n o t  be  b l o c k e d  by a
o r  a  P  2 “ ac*r e n e r 9 *c  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t ,  a l t h o u g h  I t  c o u l d  be 
b l o c k e d  by p r o p r a n o l o l .  S i m i l a r  r e s u l t s  have  been found In t h i s  s t u d y  
f o r  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by b o v i n e  l u t e a l  c e l l s .  The I s o p r o t e r e n o l  
s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  c o u l d  n o t  be  b l o c k e d  by 
b u to x a m ln e  o r  p r a c t o l o l ,  b u t  was I n h i b i t e d  by p r o p r a n o l o l .  The e f f e c t s  
o f  I s o p r o t e r e n o l  e i t h e r  a l o n e  o r  In c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e s e  a n t a g o n i s t s ,  
on  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by r a t  l u t e a l  t i s s u e  was n o t  r e p o r t e d  by 
R a t n e r  e t  a l .  (1980).  I t  may be  t h a t  t h e  ^ - a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  used In 
t h e s e  s t u d i e s  l a c k  t h e  s p e c i f i c i t y  and a f f i n i t y  f o r  P - a d r e n e r g I c
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r e c e p t o r s  on b o v in e  l u t e a l  c e l l  membranes .  In t h e  r a t .  s a l b u t a m o l  and 
t e r b u t a l I n e  h a v e  b e e n  shown t o  be  p a r t i a l  a g o n i s t s  a n d  t h e i r  a f f i n i t y  
v a r i e s  be t w e e n  t i s s u e  t y p e s  (Co leman  e t  a l . ,  1979;  Adashl  4 Hsueh,  1981; 
L a s z l o v s z k y  4 E r d o ,  1 98 3 ;  N o r j a v a a r a  e t  a l . ,  1 98 4 ) .  As s u g g e s t e d  by 
Co leman .  P a t e r s o n  4 S o m e r v i l l e  (1979) I t  I s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e £ -  
a d r e n e r g i c  a g o n i s t s  a nd  a n t a g o n i s t s  a r e  m e t a b o l  I z e d  m o r e  r e a d i l y  t h a n  
I s o p r o t e r e n o I  o r  p r o p r a n o l o l  t h u s  r e d u c i n g  t h e i r  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y .  
S i n c e  n e i t h e r ,  n o r  ^ 2 - a < l r e n e r g  I c  a n t a g o n i s t s  b l o c k e d  t h e
I s o p r o t e r e n o l  s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  b u t  p r o p r a n o l o l ,  an a d r e n e r g i c  
a n t a g o n i s t  w h i c h  b l o c k s  b o t h  r e c e p t o r  s u b t y p e s ,  was  a b l e  t o .  t h e s e  
r e s u l t s  may s u g g e s t  a m ix e d  p o p u l a t i o n  o f J ^ - a d r e n e r g I c  r e c e p t o r s  on 
b o v in e  l u t e a l  c e l l s .
S c i e n t i f i c  C o n t r i b u t i o n  N um be r  13 48  f r o m  t h e  New H a m p s h i r e  
A g r i c u l t u r a l  E x p e r i m e n t  s t a t i o n .  We t h a n k  Dr .  G.D. N i s w e n d e r  f o r  t h e  
g i f t  o f  p r o g e s t e r o n e  a n t i s e r u m ,  and  Dr. S a l v a t o r e  R a l t l  o f  t h e  N a t i o n a l  
Hormone and  P i t u i t a r y  Program o f  t h e  NIADDK-NIH f o r  t h e  LH used  in t h i s  
s tu dy .  T h i s  r e s e a r c h  was a c o n t r i b u t i o n  t o  N o r t h e a s t  R e g io na l  P r o j e c t  
NE-72.
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Table 1. Effect of biogenic amines on progesterone production (ng/ml culture medlumlby dissociated
luteal cells In a 2-h Incubation.
Treatm ent N 0
Treatm ent co n ce n tra tio n
10-4 M io -5 m 10-6M 10- 7m
Control 14 42 .6  !  3 .22
LH (100 ng/ml) 14 188.3 !  14.94*
A cety lcholIne (N) 57.3 !  6 .2 6 <5) 5 1 . 5 t 5 . 0 4 (8> 59.1 + 7 .2 8 (8> 57.1 + 4 .7 3 {7)
H istam ine 4 61.7 !  13.67 46.9 !  8 .98 44.1 + 6 .80 44.2 + 5.90
Y-Amlnobutyrlc Acid 4 45.5 !  4.90 53.0 + 13.03 47.8 + 10.86
DoDamlne A gonist 4 47.6 !  3.65 43.4 + 6.62 44.8 + 8.07
M elatonin 4 54.9 !  7.92 54.5 + 4.76 43.6 + 4.19
T erb u ta lIn e 3 65.3 !  B.20 58 .8  !  16.49 53.6 + 7.61 41.5 + 9.38
Salbutamol 6 69.4 !  5 .66 6 1 . 7 !  5.53 63.8 + 4.41 49.7 + 3.28
Values a re  th e  mean! s .e .m .
*P<0,01 compared w ith co n tro l va lue
Table 2. Effect of biogenic amines on LH-stlmulated progesterone production (ng/ml culture medium) by
dissociated luteal cells In a 2-h Incubation.
Treatm ent N 0 10“4M
Treatm ent C oncen tra tion
10‘ 5M 10~6M 1 0 '7M
Control 14 42 .6  ±  3 .22
LH (100 ng) 14 188.3 ±14.94'*
A cety lcho lIne (5) 191.1 ± 3 6 .9 6 211.1 + 27.64 221.1 ±  29.99 197.1 ±  26.08
Histam ine 3 156.0 t  24.29 149.2 t  21.24 153.4 t  22-59 149.6 t  25.19
)T-Amlnobutyrlc Acid 3 168.4 t  11.85 176.6 I  13-96 214.8 t  20.03
Dopamine A gonist 3 198.6 1 45.88 188.8 t  <6.01 179.9 t  42.02
M elatonin 3 212.7 t  10.25 216.1 t  9.00 212.2 t  17.16
T erb u ta lIn e 3 186.6 t  18.76 162.8 t  27.04 146.1 t  31.05 140.3 t  24.11
Salbutamol 3 200.6 t  51.96 203.8 t  36-28 202.5 t  48.06 197.7 i  26.06
Values a re  th e  mean ^ s .e .m .
*P<0.01 compered w ith co n tro l v a lu e
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F i g u r e  Legends
T e x t - f i g .  1. E f f e c t  o f  s e r o t o n i n  on p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by 
d i s s o c i a t e d  l u t e a l  c e l  I s .  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  mean *  s . e . m .  N = 
6 ( 1 0 " 4 M> a n d  8(1 0 ~ 7 , 1 0 “ 6 and 1 0 - 5 M) f o r  5-HT,  N = 3 f o r  5 -HT + LH. N = 
6 f o r  5 -H T  t  M i a n s e r i n  ( m la n )  a n d  N = 14 f o r  c o n t r o l  (C) a n d  LH. B a r s  
w i t h  d i f f e r e n t  s u p e r s c r i p t  l e t t e r s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (P<0.01, 
LH and 5-HT + LH; P<0.05,  5-HT and 5-HT t  m i a n s e r i n )
T e x t - f i g .  2 .  E f f e c t  o f  I s o p r o t e r e n o l  on l u t e a l  c e l l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n .  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  mean * s . e . m .  N=5 ( 1 0 - 4 M) and  6 
(10“ 7 , 10“ ® and 10“ ^M) f o r  I s o p r o t e r e n o l  ( I s o ) .  N = 3 f o r  I s o p r o t e r e n o l  
+ LH a n d  I s o p r o t e r e n o l  t  5-HT,  N=14 f o r  c o n t r o l  (C)  a n d  LH. B a r s  w i t h  
d i f f e r e n t  s u p e r s c r i p t  l e t t e r s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( P < 0 . 0 J ,  LH 
and ISO + LH; P<0.05 f o r  I s o p r o t e r e n o l  and I s o p r o t e r e n o l  t  5-HT).
T e x t - f i g .  3 ,  E f f e c t  o f  £ > - a d r e n e r g I c  a n t a g o n i s t s  and  m i a n s e r i n  on 
I s o p r o t e r e n o l - s t I  mu I a t e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n .  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  as  
t h e  mean ±  s.e.m. N = 4 f o r  I s o p r o t e r e n o l  ( t s o )  + b u t o x a m l n e  ( b u t o x )  and 
I s o p r o t e r e n o l  + m i a n s e r i n  ( m l a n ) ,  N = 3 f o r  i s o p r o t e r e n o l  + p r a c t o l o l  
( p r a c t )  and i s o p r o t e r e n o l  + p r o p r a n o l o l  ( p ro p r a n ) .  B a r s  w i t h  d i f f e r e n t  
s u p e r s c r i p t  l e t t e r s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  I s o p r o t e r e n o l  
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Summary
S e r o t o n i n  (5-HT) Induced s t i m u l a t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  (P4 ) p r o d u c t i o n  
by b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  w as  c h a r a c t e r i z e d  w i t h  r e s p e c t  t o  a )  t h e  
r e c e p t o r  s u b t y p e  m e d i a t i n g  t h i s  r e s p o n s e ,  b) t h e  s t e r o i d o g e n i c  r e s p o n s e  
t o  5 -HT m e t a b o l  I t e s ,  c )  t h e  r o l e  o f  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a n d  d) t h e  5-HT 
c o n c e n t r a t i o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e .  A d d i t i o n  o f  5 -HT  (10~- ’ M) 
s t i m u l a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4 (P < 0 . 0 5 )  a n d  t h i s  s t i m u l a t i o n  was  
I n h i b i t e d  by t h e  5-HT a n t a g o n i s t  m i a n s e r i n  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  10~^M 
(P<0.05).  b u t  n o t  a t  a m i a n s e r i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  10“ ^M. A d d i t i o n a l l y ,  
t h e  r e s p o n s e  t o  5-HT co u l d  n o t  be I n h i b i t e d  by k e t a n s e r i n  U 0 - 5 M), a 5 -  
HT2  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t .  I n c u b a t i o n  o f  l u t e a l  c e l l s  w i t h  a s p e c i f i c  5 -  
HT  ^ a g o n i s t ,  DPAT (10- 4 M), s t i m u l a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4  (P<0.05) and 
t h i s  r e s p o n s e  c o u l d  n o t  b e  b l o c k e d  by m i a n s e r i n  a t  1 0 - ^M o r  by 
k e t a n s e r i n .  b u t  was  I n h i b i t e d  by m i a n s e r i n  a t  1 0 “ ^M ( P < 0 . 0 5 ) .  T h e  
a d d i t i o n  o f  t h e  5-HT m e t a b o l i t e  5 - m e t h o x y t r y p t a m I n e  (5-MTA) s t i m u l a t e d  
P4  p r o d u c t i o n  (P<0.05) and t h i s  r e s p o n s e  c o u l d  be i n h i b i t e d  by m i a n s e r i n  
( 1 0 “ ^M, P < 0 . 0 5 ) .  N e i t h e r  N - a c e t y  I - 5 - H T  n o r  5 - m e t h o x y t r y p t o p h a n  
s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  P 4 p r o d u c t i o n .  T h e  a d d i t i o n  o f  t h e  
p h o s p h o d i e s t e r a s e  I n h i b i t o r  3 - 1 s o b u t y I - m e t h y I x a n t h  I n e  (IBMX, O.ImM),  
p o t e n t i a t e d  t h e  e f f e c t s  o f  5 -HT  a n d  DPAT ( P < 0 . 0 5 ) ,  b u t  t h i s  e f f e c t  w as  
a d d i t i v e  r a t h e r  t h a n  s y n e r g i s t i c .  in  c o n t r a s t ,  t h e  a d d i t i o n  o f  
l u t e i n i z i n g  h o r m o n e  (10  n g / m t )  p l u s  IBMX r e s u l t e d  In a s i g n i f i c a n t  
s y n e r g i s t i c  r e s p o n s e  ( P < 0 . 0 5 ) .  A n a l y s i s  o f  l u t e a l  t i s s u e  by h i g h  
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  showed  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5-HT t o  
v a r y  w i t h  t h e  s t a g e  o f  c o r p o r a  I u t e a  d e v e l o p m e n t ,  w i t h  t h e  h i g h e s t
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c o n c e n t r a t i o n  b e i n g  p r e s e n t  In e a r l y  <days 4 -6 )  l u t e a l  t i s s u e  (P<0.05).  
T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  5 -HT w i t h i n  b o v i n e  l u t e a l  
t i s s u e  a n d  s u g g e s t  t h a t  t h e  5 -HT a n d  5-MTA s t i m u l a t i o n  o f  P4 a r e  
m e d t a t e d  by a  5-HT|  r e c e p t o r  which  may n o t  be a s s o c i a t e d  w i t h  a d e n y l a t e  
c y c l a s e .
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I n t r o d u c t l o n
P r e v i o u s  work f rom t h i s  l a b o r a t o r y  h as  shown t h a t  s e r o t o n t n  (5-HT) 
s t i m u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  (P 4 ) by d i s s o c i a t e d  b o v i n e  
l u t e a l  c e l l s  In s h o r t - t e r m  I n c u b a t i o n  ( B a t t i s t a  a n d  Co n d o n .  1 9 8 6 ) .  
A d d i t i o n a l l y ,  t h i s  r e s p o n s e  co u l d  be I n h i b i t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  a 5-HT 
r e c e p t o r  a n t a g o n i s t ,  s u g g e s t i n g  I t s  a c t i o n  I s  r e c e p t o r - m e d i a t e d .  
R a d i o l i g a n d  b i n d i n g  s t u d i e s  have r e v e a l e d  a t  l e a s t  t w o  d i s t i n c t  c l a s s e s  
o f  r e c o g n i t i o n  s i t e s  f o r  5-HT w i t h i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  
( P e r o u t k a  and Snyder ,  19 79a) .  The 5-HT.j r e c e p t o r  s u b t y p e  d i s p l a y s  a nM 
a f f i n i t y  f o r  5-HT and 5-HT a g o n i s t s  and a uM a f f i n i t y  f o r  a n t a g o n i s t s .  
The 5 -HT2 r e c e p t o r  s i t e  h as  t h e  o p p o s i t e  p h a r m a c o l o g i c a l  p r o f i l e  w i t h  a 
nM a f f i n i t y  f o r  a n t a g o n i s t s  and a uM a f f i n i t y  f o r  5-HT a g o n i s t s  ( B e n n e t t  
and S nyder ,  1976;  Leysen  e t  a l . .  1978;  P e r o u t k a  and Sn yder ,  1979a) .  The 
m e c h a n i s m  o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  f o r  t h e  5 - H T 1 r e c e p t o r  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  t o  I n v o l v e  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s y s t e m  ( P e r o u t k a  e t  a l . .  
1979b,  1981;  B a r b a c c l a  e t  a l . ,  1983) w h i l e  t h e  5-HT2  r e c e p t o r  h a s  been
found t o  be a s s o c i a t e d  w i t h  p h o s p h a t l d y I I n o s I t o l  h y d r o l y s i s  and p o s s i b l e  
p r o t e i n  k i n a s e  C a c t i v a t i o n  ( B e r r l d g e  e t  a l . .  1 9 8 2 ;  Brown e t  a l . ,  19 84 ;  
Conn and S a n d e r s - B u s h ,  1984;  Leysen  e t  a l .  1984).
The p r e s e n t  s t u d y  f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  t h e  5 - HT- Ind uc ed  s t i m u l a t i o n  
o f  P4 w i t h  r e s p e c t  t o  a)  t h e  5 -HT r e c e p t o r  s u b t y p e  m e d i a t i n g  t h i s  
r e s p o n s e ,  b) t h e  s t e r o i d o g e n i c  r e s p o n s e  t o  5-HT m e t a b o l i t e s  and  c) 
t h e  a b i l i t y  o f  p h o s p h o d i e s t e r a s e  I n h i b i t i o n  t o  p o t e n t i a t e  t h e  5-HT 
r e s p o n s e .  A d d i t i o n a l l y ,  5-HT c o n c e n t r a t i o n  In b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  was 
d e t e r m i n e d  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  l u t e a l  dev e lo pm e n t .
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M a t e r i a l s  and Methods.
M a t e r i a l s ,  d r ug  d e s c r i p t i o n  and  p r e p a r a t i o n
S e r o t o n i n  ( 5 - h y d r o x y t r y p t a m I n e  o x a l a t e  s a l t ;  5 - H T ) ,  N - a c e t y l - 5 -  
h y d r o x y t r y p t a m  I ne  ( N - a c e t y  I -5 - HT) ,  5 - m e t h o x y - d  I - t r y p t o p h a n  ( 5 -M T P ) ,  5 -  
m e t h o x y t r y p t a m I n e  HCl (5-MTA) and 3 - I s o b u t y l - m e t h y  I x a n t h I n e  (IBMX) were 
p u r c h a s e d  f ro m  Sigma Chemical  Co. ( S t .  L o u i s .  MO.). M i a n s e r i n  HCl and 
( + ) - 8 - h y d r o x y d I p r o p y l a m I n o t e t r a l I n  HBr (DPAT) w e r e  f r o m  R e s e a r c h  
B i o c h e m i c a l s ,  Inc.  (Way I and.  MA.) and k e t a n s e r i n  was d o n a t e d  by J a n s s e n  
P h a r m a c e u t l c a .  I n c .  ( B e e r s e ,  B e l g i u m ) .  L u t e i n i z i n g  h o r m o n e  (LH) was 
s u p p l i e d  by t h e  N a t i o n a l  I n s t i t u t e s  o f  H e a l t h  (NIAMMD-bLH-4). Ham's F12 
c u l t u r e  med ium was  p u r c h a s e d  f r o m  G ra n d  I s l a n d  B i o l o g i c a l  Co. (Gran d  
I s l a n d ,  NY.).  The  c o l l a g e n a s e  w a s  W o r t h i n g t o n ,  Type 1,  ( F r e e h o l d ,  NJ) 
a n d  N - 2 - h y d r o x y t h y  I p l p e r a z I n e - N - 2 - e t h a n e s u l f o n l c  a c i d  ( H e p e s )  was 
p u r c h a s e d  f rom C a lb l o c h e m - B e h r I n g  (San Diego ,  CA.).
M i a n s e r i n  I s  a n o n s p e c i f i c  s e r o t o n i n  a n t a g o n i s t  which b l o c k s  bo th  5 -  
HTi and 5-HT2 r e c e p t o r  s u b t y p e s  d e p e n d i n g  on  c o n c e n t r a t i o n  ( B e n n e t t  
and Sn yder ,  1976; P e r o u t k a  and S n y d er .  1979) .  K e t a n s e r i n  I s  a s p e c i f i c  
5 -HT2  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  ( L e y s e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ,  1982)  a n d  DPAT I s  a
s p e c  I f I c  5-HT  ^  r e c e p t o r  a g o n  I s t  ( H J o r t h  e t  a l . -  1982 ;  M i d d l e m l s s  and 
F o z a r d ,  1 9 8 2 ) .  IBMX I s  a p h o s p h o d i e s t e r a s e  I n h i b i t o r  whTch  a c t s  t o  
e l e v a t e  I n t r a c e l  l u l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  cAMP ( B u tc h e r  and S u t h e r l a n d ,  
1962) .  All  ho rmones  and d r u g s  wer e  p r e p a r e d  In co ld  0.05M p h o s p h a t e -  
b u f f e r e d  s a l i n e  (pH 7.2)  p r i o r  t o  u se  Tn e a c h  e x p e r i m e n t .  In a l l  c a s e s  
n e q u a l s  t h e  number  o f  a n i m a l s  t e s t e d  and d u p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s  o f  
a l l  t r e a t m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  f o r  each  c o r p u s  Iu teum.
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T i s s u e  d i s s o c i a t i o n  and I n c u b a t i o n
C o r p o r a  I u t e a  (CL) w e r e  o b t a i n e d  p e r  v a g l n u m  f r o m  r e g u l a r l y  
c y c l i n g ,  n o n l a c t a t l n g  d a i r y  c o w s  on  d a y s  1 0 - 1 2  o f  t h e  e s t r o u s  c y c l e  
( e s t r u s = D a y  0) .  L u t e a l  t i s s u e  was p l a c e d  I n t o  Ham's F12 c u l t u r e  medium 
c o n t a i n i n g  24mM Hepes (pH 7.4)  a t  4°C f o r  t r a n s p o r t  t o  t h e  l a b o r a t o r y .  
L u t e a l  t i s s u e  was  d i s s o c i a t e d  w i t h  c o l l a g e n a s e  ( 2 0 0 0  u / g  t i s s u e )  a n d  
c e l l  number  and v i a b i l i t y  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  by P a t e  and Condon
(1982) .  I n c u b a t i o n s  w e r e  c o n d u c te d  u t i l i z i n g  2.5 x 10^ v i a b l e  c e l l s  In 
a  f i n a l  vo lume  o f  1ml o f  Ham's F12 c u l t u r e  medium and I n c u b a t e d  a t  37°C 
f o r  2h as  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( B a t t i s t a  and Condon.  1986).
P r o g e s t e r o n e  In t h e  I n c u b a t i o n  m e d i u m  w a s  q u a n t i t a t e d  by  
r a d  Iol  mmunoassy o f  u n e x t r a c t e d  s a m p l e s  us in g  a n t i  p r o g e s t e r o n e - 1 1 - b o v  Ine 
s e r u m  a l b u m i n  (No.  3 3 7 ,  N l s w e n d e r ) .  The  p r o g e s t e r o n e  t r a c e r  u s e d  w as  
C 1 » 2 - ^ H 3  p r o g e s t e r o n e  (New E n g l a n d  N u c l e a r  B o s t o n ,  MA). T h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y ,  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  l o w e r  95$  c o n f i d e n c e  
l i m i t  o f  t h e  m a x i m u m  b i n d i n g  I n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  u n l a b e l e d  
p r o g e s t e r o n e ,  was 0.1ng.  The I n t r a - a s s a y  a n d  I n t e r - a s s a y  c o e f f i c i e n t s  
o f  v a r I a b I  I I t y  w e r e  6 . 4 ^  and  1 1 .7 $ ,  r e s p e c t  I v e l y .  A l l  s t a n d a r d s  w e r e  
a s s a y e d  fn q u a d r u p l i c a t e ,  and a l l  unknowns w er e  a s s a y e d  In d u p l i c a t e .
To d e t e r m i n e  t h e  5-HT r e c e p t o r  s u b t y p e  I n v o lv e d  In I n i t i a t i n g  t h e  5 -  
HT-1 n d u c e d  s t  I mu I a t  I on  o f  P^ ,  l u t e a l  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  I n c u b a t e d  
w i t h  5 -HT ( 1 0 “ 5 M o r  DPAT ( 1 0 “ 4 M) e i t h e r  a l o n e  o r  In c o m b i n a t i o n  w i t h
a d d i t i o n s )  w e r e  I n c l u d e d  In e a c h  e x p e r i m e n t .  To e v a l u a t e  t h e  
s t e r o i d o g e n i c  p o t e n t i a l  o f  s e r o t o n i n  m e t a b o l i t e s ,  N - a c e t y I -5-HT (10- ^ -  
10- 4 M), 5 -MTP n o - 5  -  10 - 4 M) a n d  5-MTA ( 1 0 “ 7  -  1 0 " 4 M) w e r e  a d d e d  t o
p r o c e d u r e s
m i a n s e r i n  ( 1 0 - 7 M a n d  1 0 “ ^) o r  k e t a n s e r i n  ( 1 0 - 5 M). C o n t r o l  t u b e s  ( n o
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I n c u b a t i o n s  and t h e i r  a b i l i t y  t o  m o d u l a t e  p r o d u c t i o n  e v a l u a t e d .  To 
d e t e r m i n e  I f  a n  I n c r e a s e  Tn I n t r a c e l l u l a r  cAMP c o n c e n t r a t i o n  c o u l d  
p o t e n t i a t e  t h e  r e s p o n s e  t o  5 - HT .  l u t e a l  c e l  I s  w e r e  I n c u b a t e d  w i t h  t h e  
f o l l o w i n g  t r e a t m e n t s  In t h e  p r e s e n c e  and  ab s e n c e  o f  0.1 mM IBMX: 5-HT
( 1 0 " 5 M), DPAT ( 1 0 - 4 M), 5 - H T  + m i a n s e r i n  ( 1 0 - 7  a n d  10 ~ 5 M), 5-HT + 
k e t a n s e r l n  (10“ ^M) and IBMX a l o n e  ( c o n t r o l ) .
F o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  5-HT c o n c e n t r a t i o n .  CL w e r e  r e m o v e d  p e r  
vagtum a t  v a r i o u s  s t a g e s  o f  t h e  e s t r o u s  c y c l e :  da y s  4 -6  ( e a r l y )  days IQ-  
12 ( m i d )  a nd  d a y s  1 5- 16  ( l a t e ) .  Upon r e m o v a l ,  t i s s u e  was  r i n s e d  w i t h  
Ham's  F12 t h e n  c u t  In h a l f  a n d  a c r o s s - s e c t  I o n a  I s  I I ce  o b t a  I n e d .  The 
t i s s u e  s l i c e  w as  r i n s e d  a g a i n  and I m m e d i a t e l y  p l a c e d  on d r y  I ce  f o r  
t r a n s p o r t  t o  t h e  l a b o r a t o r y .  T i s s u e  was  s t o r e d  In l i q u i d  n i t r o g e n  
( I  I q u l d  p h a s e )  p r i o r  t o a n a l y s l s .  T i s s u e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5 -HT w e r e  
d e t e r m i n e d  u s T n g  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (HPLC) a s  
d e s c r i b e d  by M a y e r  and S h o u p  ( 1 9 8 3 ) .  B r i e f l y ,  l u t e a l  t i s s u e  w as  
homogen ized In 5)6 t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d .  D lh y d r o xy b en z y l am I ne  was added 
t o  t h e  t i s s u e  p r i o r  t o  h o m o g e n i z a t i o n  t o  se r v e  a s  an  I n t e r n a l  s t a n d a r d .  
The h o m o g e n a t e  was  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 .22  m i c r o n  f i l t e r  p r i o r  t o  
i n j e c t i n g  50 ul al  Tquots o n t o  an HPLC column.  The 5-HT was I d e n t i f i e d  
by I t s  r e t e n t i o n  t i m e  c o m p a r e d  t o  an e x t e r n a l  s t a n d a r d  and q u a n t i t a t e d  
a g a i n s t  t h e  e x t e r n a l  s t a n d a r d .  T h e  I n t e r n a l  s t a n d a r d  w a s  used  t o  
a c c o u n t  f o r  r e c o v e r y .  R e c o v e r y  f r o m  t h e  o r i g i n a l  h o m o g e n a t e  o f  t h e  
I n t e r n a l  s t a n d a r d  was .90 ±  .02 (mean ±  SEM. n=18).  
s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s
A n a l y s i s  o f  d i f f e r e n c e s  be tw ee n  t r e a t m e n t  means  was c o n d u c t e d  us ing  
one-way  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  f o l l o w e d  by t h e  S tu d e n t - N e w m a n -K e u l s  mean 
s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e .  Two-way a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  was used t o  t e s t  f o r
90
a s i g n i f i c a n t  I n t e r a c t i o n  In t h o s e  e x p e r i m e n t s  I n v o l v i n g  t h e  a d d i t i o n  
o f  IBMX.
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R e s u l t s
In cub a+ lo n  o f  l u t e a l  c e l l  s u s p e n s i o n s  w i t h  5-HT (10” ®M) r e s u l t e d  In 
a s i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  o f  P4 p r o d u c t i o n  ( P < 0 . 0 5 .  F i g .  1) .  The 
a d d i t i o n  o f  m i a n s e r i n  a t  10“ ®M b u t  n o t  a t  1 0 “ 7 M. I n h i b i t e d  t h e  5 - H T -  
Induced p r o d u c t i o n  o f  P4 (P<0.05).  C o i n c u b a t i o n  o f  5-HT w i t h  k e t a n s e r l n  
( 1 0 “ ®M) d i d  n o t  b l o c k  t h e  s t e r o i d o g e n i c  a c t i o n  o f  5 -HT  ( P > 0 . 0 5 ) .  
A d d i t i o n  o f  DPAT ( 1 0 “ 4 M) s t i m u l a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4 ( P < 0 . 0 5 ,  
FIg.2)  and  t h i s  r e s p o n s e  co u l d  n o t  be I n h i b i t e d  by m i a n s e r i n  (10“ 7 M) 
o r  by k e t a n s e r l n  (10“ ®M) (P>0.05) b u t  was b l o c k e d  by m i a n s e r i n  a t  10“ ®M 
( P < 0 . 0 5 ) .  T he  c o m b i n a t i o n  o f  5 - HT + DPAT d i d  n o t  r e s u l t  In a f u r t h e r  
I n c r e a s e  In P4 p r o d u c t i o n  above  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  5-HT a l o n e  ( F i g s .  1 
a nd  2)  b u t  t h e  r e s p o n s e  t o  5 -HT + DPAT w a s  g r e a t e r  t h a n  DPAT a l o n e  
( P < 0 . 0 5 , F i g .  ? ) .
T h e  e f f e c t s  o f  5 -HT m e t a b o l  I t e s  on  P4 p r o d u c t i o n  a r e  p r e s e n t e d  In 
T a b l e  1.  A d d i t i o n  o f  5-MTA a t  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  10 - 6  t o  1 0 ” 4 M 
r e s u l t e d  In a d o s e - d e p e n d e n t  s t i m u l a t i o n  o f  P4  p r o d u c t i o n  ( P < 0 . 0 5 ) .  
M i a n s e r i n  a t  10” ®M I n h i b i t e d  t h e  5-MTA r e s p o n s e  (P<0.05).  N e i t h e r  N- 
a c e t y l - 5 - H T  nor  5-MTP s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  P4 p r o d u c t i o n  a t  e i t h e r  o f  
t h e  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .
A d d i t i o n  o f  0.1 mM IBMX t o  t h e  I n c u b a t i o n  medium I n c r e a s e d  b a s a l  P4 
p r o d u c t i o n  ( 4 7 . 4  + 1 . 9 6  v s  1 0 3 . 5  + 5 . 4 2  f o r  c o n t r o l  a n d  IBMX, 
r e s p e c t i v e l y ,  P < 0 . 0 5 ,  F i g  3 ) .  T h i s  t r e a t m e n t  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  
p o t e n t i a t e d  t h e  e f f e c t s  o f  5-HT and DPAT, and t h e  p o t e n t i a t i o n  o f  5-HT 
c o u l d  be b lo c k e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  m i a n s e r i n  a t  10” ®M (P<0.05) b u t  n o t  
a t  a m i a n s e r i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  10- 7 M o r  by k e t a n s e r l n  (P>0.05,  F ig .  3 ) .  
The r e s p o n s e  t o  5-HT was  g r e a t e r  t h a n  t h a t  fo und  f o r  DPAT (P<0.05).  The
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p o+ en+ la + lon  o b s e r v e d  when 5-HT o r  DPAT was  c o l n c u b a t e d  w i t h  IBMX was 
a d d i t i v e  r a t h e r  t h a n  s y n e r g l s t t c .  In c o n t r a s t .  I n c u b a t i o n  o f  l u t e a l  
c e l l s  w i t h  LH ( 1 0 n g /m l )  p l u s  IBMX r e s u l t e d  In a s i g n i f i c a n t  s y n e r g i s t i c  
r e s p o n s e  ( 2 5 5 . 5  + 1 5 . 6 9  v s  3 5 8 . 7  + 1 8 . 4 8  f o r  LH a n d  LH + IBMX, 
r e s p e c t i v e l y ,  n = 6 , P < 0 . 0 5 ) .  N e i t h e r  m i a n s e r i n  n o r  k e t a n s e r l n  
s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  b a s a l  P4  p r o d u c t i o n  (51.1 + 4 . 7 6  a n d  47 .8  + 3 .2 8  
f o r  m i a n s e r i n  and k e t a n s e r l n .  r e s p e c t i v e l y .  n=6 . P > 0 . 0 5 ) .
T h e  r e s u I t s  o f  t h e  HPLC a n a l y s i s  o f  I u t e a I  5 -HT c o n c e n t r a t I o n  a r e  
p r e s e n t e d  In F i g .  4 .  C o n c e n t r a t i o n  o f  5 - H T  w a s  f o u n d  t o  v a r y  
s i g n i f i c a n t l y  w i t h  t h e  s t a g e  o f  t h e  e s t r o u s  c y c l e  (P<0.05) .  5-HT was fn 
h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  In l u t e a l  t i s s u e  o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  e a r l y  l u t e a l  
p h a s e  and was fo u n d  t o  d e c l i n e  a s  CL d e v e lo p m e n t  p r o c e e d e d .
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D i s c u s s  ton
Th e  a b i l i t y  o f  5 -HT t o  s t i m u l a t e  P4 p r o d u c t i o n  by b o v i n e  l u t e a l  
c e l l s  Is c o n s i s t e n t  w i t h  o ur  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  r e s u l t s  ( B a t t i s t a  and 
Condon,  1986).  The I n a b i l i t y  o f  low m o la r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m i a n s e r i n  
and t h e  s p e c i f i c  5 -HT2 r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  k e t a n s e r l n .  t o  I n h i b i t  t h e  
a c t i o n  o f  5 -HT s u g g e s t s  t h e  5 - HT r e s p o n s e  I s  m e d i a t e d  by t h e  5-HTi  
r e c e p t o r  s u b t y p e .  T h i s  c o n c l u s i o n  I s  s t r e n g t h e n e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  
DPAT, a s p e c i f i c  5-HTj a g o n i s t ,  c o u l d  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  s t i m u l a t e  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  a c t i o n  o f  DPAT c o u l d  n o t  
be  I n h i b i t e d  by low m o la r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m i a n s e r i n  o r  by k e t a n s e r l n  
b u t  was I n h i b i t e d  by h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m i a n s e r i n .
The a d d i t i o n  o f  t h e  5 -HT m e t  a bo I I t e  5-MTA r e s  u I t e d  In  a d o s e -  
d e p e n d e n t  s t i m u l a t i o n  o f  P4 s i m i l a r  t o  t h a t  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  5 -  
HT ( B a t t i s t a  a n d  C o nd on ,  1 9 8 6 ) .  Th e  I n c r e a s e  In P4 p r o d u c t i o n  In 
r e s p o n s e  t o  10“ ^M o f  5-HT and 5-MTA was s i m i l a r .  Th es e  r e s u l t s  s u g g e s t  
5-MTA Is  a s  a c t i v e  a s  5-HT In v i t r o .  5-MTA a p p e a r s  t o  be a c t i n g  t h r o u g h  
t h e  s a m e  r e c e p t o r  a s  5 -HT,  s i n c e  t h e  a c t i o n  o f  5-MTA c o u l d  a l s o  be 
b l o c k e d  by m i a n s e r i n .  A d d i t i o n a l  s u p p o r t  f o r  t h i s  c o n c l u s i o n  I s  drawn 
f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  B e n n e t t  a n d  S n y d e r  ( 1 9 7 6 )  who r e p o r t e d  5-MTA 
was  e f f e c t i v e  In t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  C3 H3 5 -HT b i n d i n g  f r o m  c e r e b r a l  
c o r t e x  membranes .  Thes e  a u t h o r s  a l s o  r e p o r t e d  5-MTA t o  be more  p o t e n t  
In t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  b i n d i n g  f rom t h e  5-HTi r e c e p t o r  s u b t y p e .  These  
r e s u l t s  l end f u r t h e r  s u p p o r t  f o r  a  5-HT1 r e c e p t o r  s i t e  on b o v i n e  l u t e a l  
ce l  I membranes .
In v i t r o  s t u d i e s  u t i l i z i n g  human  CL s l i c e s  s h o w e d  m e l a t o n i n  
s t i m u l a t e d  P4 p r o d u c t i o n ,  w h i l e  5-HT and N - a c e t y I - 5 - H T  wer e  I n e f f e c t i v e
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In  r e g u l a t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4 ( M a c P h e e  e t  a  I . ,  1 9 7 5 ) .  5 - H T  h a s
been d e m o n s t r a t e d  t o  s t i m u l a t e  h y d r o c o r t i s o n e  s e c r e t i o n  In p e r f u s e d  
a d r e n a l  g l a n d  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  dog ( V e rd e sc a  e t  a l . ,  1 9 6 1 ) .  In male 
r a t s  m e l a t o n i n  and 5-HT I n h i b i t  t h e  In v i t r o  b i o s y n t h e s i s  o f  an d r o g e n s  
( P e a t  and K l n s o n ,  1971;  E l l i s ,  1 9 7 2 ) .  We have p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  t h a t  
m e l a t o n i n  was u n a b l e  t o  a l t e r  b as a l  o r  L H - s t l m u I a t e d  P4 by d i s s o c i a t e d  
b o v in e  l u t e a l  c e l l s  ( B a t t i s t a  and Condon,  1 9 8 6 ) .  In t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  
n e i t h e r  N - a c e t y I - 5 - H T  nor  5-MTP were e f f e c t i v e  In r e g u l a t i n g  
s t e r o i d o g e n e s i s .  The I n a b i l i t y  o f  N -ac e t y  1-5-HT or  m e l a t o n i n  t o  
s t i m u l a t e  P4 p r o d u c t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  a c t i o n  o f  5-HT I s  n o t  due t o  
I t s  c o n v e r s i o n s  t o  t h e s e  m e t a b o l I t e s .
The a b i l i t y  o f  t h e  p h o s p h o d i e s t e r a s e  I n h i b i t o r  IEMX t o  I n c r e a s e  
b a s a l  and L H - s t l m u l a t e d  P4 p r o d u c t i o n  d e m o n s t r a t e s  o u r  s h o r t - t e r m  
c u l t u r e  sy s t e m  I s r e s p o n s i v e  t o  I n c r e a s e d  I n t r a c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  cAMP. The I n a b i l i t y  o f  IBMX t o  p o t e n t i a t e  t h e  r e s p o n s e  t o  5-HT In a 
s y n e r g i s t i c  manner  may s u g g e s t  a mechani sm o f  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  n o t  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  sy s t em .  T h e s e  r e s u l t s  d i f f e r  from 
t h e  5-HT1 r e c e p t o r  found w i t h i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  sy s t em ,  which h as  
been s u g g e s t e d  t o  I n v o l v e  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( P e r o u t k a  e t  a I . ,  1979b,
1981 ;  B a r b a c c f a  e t  a l . ,  1 98 3) .  I t  I s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  5-HT1 
r e c e p t o r  a s s o c i a t e d  w i t h  a d e n y l a t e  c y c l a s e  s u g g e s t e d  by B a r b a c c l a  e t  a l .
(1983)  and t h e  5-HT^ r e c e p t o r  found  on bov in e  l u t e a l  c e l l  membranes 
r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  s u b c l a s s e s  of  t h e  5-HT1 r e c e p t o r  w h ich  e l i c i t  
r e s p o n s e s  t h r o u g h  d i f f e r e n t  mechan i sms .  I t  I s  a l s o  l i k e l y  t h a t  t h e  5 -  
HTj r e c e p t o r  found on b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  Ts o f  t h e  5-HT1A s u b c l a s s  
s i n c e  DPAT h a s  been r e p o r t e d  t o  hav e  a g r e a t e r  a f f i n i t y  f o r  t h e  5-HT,A 
r e c e p t o r  s i t e  ( M ld d l e m is s  and  F o z a r d ,  1983;  Hoyer e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
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T h e  r e s u l t s  o f  t h e  HPLC a n a l y s i s  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  5 - HT 
w i t h i n  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  a n d  show t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 -HT 
v a r i e s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  s t a g e  o f  CL d e v e l o p m e n t .  In t h e  r a t .  
C l a u s e l l  and S o l l m a n  (1978) ha ve  r e p o r t e d  5-HT t o  be  p r e s e n t  In who le  
o v a r i a n  h o mo ge na t es .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  5-HT was fo u n d  t o  v a r y  w i t h  
t h e  s t a g e  o f  t h e  c y c l e ,  w i t h  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n s  o c c u r r i n g  a t  
e s t r u s .  A d d i t i o n a l l y ,  5-HT h a s  been r e p o r t e d  In r a t  t e s t i c u l a r  t T s s u e  
( Z I e h e r  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  E l l i s ,  1 9 7 2 ) .  P o s s i b l e  s o u r c e s  o f  l u t e a l  5 -HT 
I n c l u d e  m a s t  c e l l s ,  b l o o d  p l a t e l e t s ,  s t o r a g e  o f  p e r i p h e r a l l y  
c i r c u l a t i n g  5-HT o r  de novo s y n t h e s i s .  H i s t o l o g i c a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  
m a s t  c e l  I s  u s i n g  G i e m s a ,  t o l u l d e n e  b l u e  a n d  m e t h y l e n e  b l u e  s t a i n i n g  
t e c h n i q u e s  h a s  f a l l e d  t o  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  m a s t  c e l  I s  In 
e i t h e r  e a r l y  o r  m i d - c y c l e  l u t e a l  t i s s u e  ( u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  5 -  
HT p r e s e n t  In l u t e a l  t i s s u e  m a y  b e  d e r i v e d  f r o m  p e r i p h e r a l l y  
c i r c u l a t i n g  5-HT s i m i l a r  t o  t h a t  r e p o r t e d  f o r  r a t  t e s t i c u l a r  ( E l l i s  e t  
a l . ,  1972) and a d r e n a l  ( V e r h o f s t a d  and J o n s s o n .  1983) t i s s u e s .  Al thoug h  
t h e  e x a c t  mechani sm whereby 5-HT r e g u l a t e s  P4 p r o d u c t i o n  I s  unknown, t h e  
a b i l i t y  o f  5-HT t o  s t i m u l a t e  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  and  t h e  p r e s e n c e  o f  
5-HT w i t h i n  l u t e a l  t i s s u e  may s u g g e s t  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  5-HT a s  
an I n t r a o v a r l a n  s t i m u l a t o r  o f  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s .
Th e  a u t h o r s  g r a t e f u l l y  a c k n o w l e d g e  M. Bu rg  a n d  A. P o w e l l  f o r  
t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e  a nd  D. S t r a n g e r  f o r  m a n u s c r i p t  p r e p a r a t i o n .  We 
a l s o  t h a n k  Dr.G.D. N I s w e n d e r  f o r  t h e  p r o g e s t e r o n e  a n t i s e r u m  a n d  Dr.  S. 
R a l t l  f o r  t h e  LH u s e d  In t h e s e  s t u d i e s .
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Table 1. E f fec t  of se ro ton in  m etabo li tes  on P^ production (ng/ml of Incubation medium) by d i s so c ia te d  lu tea l  c e l l s  In 
sh o r t - te rm  Incubation.
Treatment Concentration
Treatment n 0 10"4M 10"5M 10“®M I0"^M
Control 6 43.3 + 3.14°
5-MTA 6 146.0 + 7 . 87b 115.5 + 10.89c 93.0 ± 6 .9 8 d 60.7 ± 2.37®
5-MTA + mianserin (10_5M) 4 66.2 + 2.82® 51.0 ± 5 .510 50.9 + 5 .8 3 °  43.6 + 4.48®
N-Acetyl-5-HT 6 48.6 ± 4 .17a 52.0 ± 5.57® ND ND
5-MTP 6 4 1 . 8 + 2 . 5 6 ®  4 4 .8 + 2 . 7 1 ®  ND ND
Values a re  the  mean + SEM
Numbers with d i f f e r e n t  s u p e r s c r ip t  are s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (P<0.05). 
ND denotes not determined
t oo
F i g u r e  Legends
F ig  1. E f f e c t  o f  5-HT a n t a g o n i s t s  on 5 - HT- Ind uc ed  P4 p r o d u c t i o n .  Da ta  
a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  me an  ±  SEM, n=9 f o r  c o n t r o l  a n d  5 -HT .  n=6  f o r  a l  I 
o t h e r  t r e a t m e n t s .  M I A = m I a n s e r I n  a n d  K E T = K e t a n s e r 1n.  B a r s  w i t h  
d i f f e r e n t  s u p e r s c r i p t s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (P<0.05).
F i g  2 .  E f f e c t  o f  t h e  5 -HT j  a g o n i s t  DPAT o n  l u t e a l  c e l  I P4 p r o d u c t i o n .  
D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  mean ±  SEM, n=9 f o r  c o n t r o l . n=7 f o r  al I o t h e r  
t r e a t m e n t s .  M I A = m T a n s e r I n  a nd  K E T = k e t a n s e r I n .  B a r s  w i t h  d i f f e r e n t  
s u p e r s c r i p t s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (P<0.05).
F ig  3.  E f f e c t  o f  IBMX on b a s a l  P4 p r o d u c t i o n  and P4 p r o d u c t i o n  Induced  
by 5-HT and DPAT e i t h e r  a l o n e  o r  In c o m b i n a t i o n  w i t h  5-HT a n t a g o n i s t s .  
D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  m e a n  ±  SEM,  n =6  f o r  a l I  t r e a t m e n t s .  
S o l i d  l i n e  d e n o t e s  c o n t r o l  v a l u e  ( n o  IBMX) o f  4 7 . 4  ±  1 .96  n g / m l .  
MI A =m lan se r l n  and  K E T= ke ta ns e r In .  B a rs  w i t h  d i f f e r e n t  s u p e r s c r i p t s  a r e  
s i g n i f i c a n t l y  dl f  f e r e n t  (P<0.05).
F i g  4.  5 -HT c o n c e n t r a t l  o n  ( n g / g  o f  11 s s u e )  o f  bov I n e  l u t e a l  t i s s u e  a s  
a f f e c t e d  by s t a g e  o f  I u t e o t r o p  1 sm.  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  mean  ±  
SEM, n=5 f o r  e a r l y ,  n= 8  f o r  m id  a n d  n=5 f o r  l a t e  s t a g e s  o f  t h e  c y c l e .  
B a r s  w i t h  d i f f e r e n t  s u p e r s c r i p t s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (P<0.05).
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A r o l e  f o r  a l t e r n a t i v e  pathway c a t e c h o l a m i n e s  In t h e  
s t i m u l a t i o n  o f  s t e r o i d o g e n e s i s  In cow l u t e a l  c e l l s
P.  J .  B a t t i s t a  and W. A. Condon
D e p a r t m e n t  o f  Animal and N u t r i t i o n a l  S c i e n c e s ,  
The U n i v e r s i t y  o f  New Hampshi re  
Durham,  New Hampsh i re  03 824 ,  U.S.A.
P u b l i s h e d  In t h e  Jo u r n a l  o f  R e p r o d u c t i o n  
and F e r t i l i t y  (1986) 7 8 : 2 7 5 - 2 8 0 .
105
-Summary
I n c u b a t i o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  w i t h  t h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  
c a t e c h o l a m i n e s  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  a n d  d e o x y a d r e n a  I I n e  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0 - 6  t o  1 0 - 3  M e n h a n c e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
p r o g e s t e r o n e  ( £ < 0 . 0 5 ) .  T y r a m l n e  d i d  n o t  a l t e r  b a s a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  ( £ > 0 . 0 5 ) .  A d d i t i o n  o f  n o r a d r e n a ! I n e  a n d  a d r e n a l  Ine  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 0 - 4  t o  10- 7  U  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  p r o g e s t e r o n e  ( £ < 0 . 0 5 ) .  T h e  s t e r o i d o g e n i c  r e s p o n s e  t o  n o r a d r e n a l i n e  
and  a d r e n a l i n e  was  g r e a t e r  t h a n  t h a t  f o r  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  and  
d e o x y a d r e n a l  i n e  ( £ < 0 . 0 5 ) .  R e s p o n s e  t o  b o t h  p r i m a r y  (1 0 - 6  fc!) and  
a l t e r n a t i v e  ( 1 0 - 4  M) p a t h w a y  c a t e c h o I  am \ n e s  w a s  I n h i b i t e d  by 
p r o p r a n o l o l  ( 1 0 “ 5 U ,  £ < 0 . 0 5 )  b u t  n o t  by p h e n t o l a m t n e  <10- 3  U ,  
£ > 0 . 0 5 ) .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  and  
d e o x y a d r e n a l I n e  can  a f f e c t  s t e r o i d o g e n e s i s  by b o v i n e  l u t e a l  c e l l s ,  and 
t h e i r  a c t i o n  I s  m e d i a t e d  by £  - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .
I n t r o d u c t i o n
The p r i m a r y  c a t e c h o l a m i n e s  n o r a d r e n a l i n e  a n d  a d r e n a l i n e  can  
s t i m u l a t e  t h e  s y n t h e s i s  In v i t r o  o f  cAMP a n d  p r o g e s t e r o n e  by l u t e a l  
t i s s u e  f r o m  a  v a r i e t y  o f  s p e c i e s  ( c o w :  Condon 4 B l a c k .  1 9 7 6 ;  G o d k l n ,  
B l a c k  4 Duby, 1977;  M l l v a e .  A l 1 l a  A H a n s e l ,  1983;  r a t :  Harwood,  Dufau 4 
C a t t ,  1979; R a t n e r ,  Sanborn & W e i s s ,  1980;  N o r j a v a a r a ,  S e l s t a m  & Ahren,  
1982;  r a b b i t :  B l rn b a u m e r ,  Yang, HunzI cke r -D un n ,  B r o c k a e r t  A Duran .  1976; 
ewe:  Jo rd an ,  C a f f r e y  A Nfs wen der .  1978) .  N o r a d r e n a l i n e  and a d r e n a l i n e  
can  I n t e r a c t  w i t h  bo th  - a n d  - a d r e n e r g I c  r e c e p t o r s  a l t h o u g h  t h e i r  
s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  on  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  a r e  m e d i a t e d  by & -  
r e c e p t o r s ,  s i n c e  t h e i r  r e s p o n s e  c a n  be I n h i b i t e d  by - a d r e n e r g I c  
a n t a g o n i s t s  b u t  n o t  by - a d r e n e r g i c  a n t a g o n i s t s  (Condon A B l a c k ,  1976; 
J o r d a n  e t  a I . .  1 9 7 8 ;  H ar w o o d ,  R I c h e r t ,  Dufa u  A C a t t ,  19 8 0 ;  R a t n e r  s ±  
a i . ,  1980; N o r j a v a a r a  a l  M -  1982).  In c o n t r a s t ,  n o t h i n g  I s known a b o u t  
t h e  c a t e c h o l a m i n e s  d e r i v e d  t h r o u g h  t h e  a l t e r n a t i v e  c a t e c h o l a m i n e  
p a t h w a y  ( F i g .  1) w i t h  r e s p e c t  t o  o v a r i a n  s t e r o i d o g e n e s i s .  O c t o p a m l n e  
and s y n e p h r l n e  have been I d e n t i f i e d  w i t h i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  
a n d  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  In a n u m b e r  o f  v e r t e b r a t e  s p e c i e s  ( K a k l m o t o  A 
Arm s t r ong  1962; M o l I n o f f  A A x e l r o d ,  1969,  1972; S a a v e d r a ,  1974; H arm ar  A 
H o r n .  1 9 7 6 ) .  In p e r i p h e r a l  t i s s u e s  o c t o p a m l n e  I s  a s s o c i a t e d  w i t h  
s y m p a t h e t i c  n e r v e  e n d i n g s  ( M o l I n o f f  A Ax el ro d ,  1969,  1972) wher e  I t  can 
be  t a k e n - u p ,  s y n t h e s i z e d  a n d  s t o r e d  ( F i s c h e r ,  M u s a c c h l o ,  K o p l n  A 
Ax e l ro d ,  1964; Kopfn,  F i s c h e r ,  M u s a c c h lo  A H o r s t ,  1964;  Kopln,  F i s c h e r .  
Musacch lo .  H o r s t  A Welse ,  1965; B a l d e s s a r l n l  A Vogt .  1971).  O c to p a m ln e  
a c c u m u l a t e s  In s y m p a t h e t i c  n e r v e s  a f t e r  monoamine o x i d a s e  I n h i b i t i o n  and 
I s  r e l e a s e d  f o l l o w i n g  n e u r a l  s t i m u l a t i o n  ( K o p l n  s ±  a l . , 1 9 6 4 ,  196 5 ;
108
F i s c h e r ,  H o r s t  & K o p f n ,  19 6 5 ;  Bal  d e s s a r l n 1 , 1 9 7 1 ;  B a l d e s s a r l n t  & 
Vogt ,  1972) .  A d d i t i o n a l l y ,  o c t o p a m l n e  h as  a s u b c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  
s i m i l a r  t o  t h a t  o f  n o r a d r e n a l I n e  ( M u s a c c h l o ,  K o p l n  & S n y d e r .  1964 ;  
S n y d e r ,  M f c h a e l s o n  & M u s a c c h l o ,  1 9 6 4 ;  S n y d e r ,  G l o w i n s k l  & A x e l r o d ,  
1 9 6 5 ;  B a l d e s s a r l n l  & V o g t  1971 ;  Mol I n o f f  & A x e l r o d ,  1 9 7 2 ) .  and a 
p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  o c t o p a m l n e  a s  a  c o t r a n s m i t t e r  w i t h  n o r a d r e n a l i n e  
h as  been p ro p o se d  ( M o l I n o f f  & A x e l r o d  1969,  1972;  A x e l ro d  & S aav ed ra ,  
19 77) .
T h e  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  
c a t h e c h o l a m I n e s  w i t h  r e s p e c t  t o  l u t e a l  f u n c t i o n  I s  unknown. I t  was t h e  
p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  t o  ex am ine  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  a l t e r n a t i v e  pathway 
c a t e c h o l a m i n e s  t y r a m l n e ,  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  and d e o x y a d r e n a l I n e  t o  
s t i m u l a t e  s t e r o i d o g e n e s i s  by b o v i ne  l u t e a l  c e l l s .
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Hater f a Is  and Methods
M a t e r i a l s ,  d r u g  d e s c r i p t i o n  .and. p r e p a r a t i o n
Tyramlne  HCI, UL -o c to pa m In e  HCI, D L - s y n e p h r I n e .  d e ox y a dr en a l  Ine HCI, 
L r n o r a d r e n a l  I n e  HCI, D L - a d r e n a l I n e  a nd  D L -p r o p r a n o lo l  HCI w e r e  p u r c h a s e d  
f ro m  Sigma Chemical  Co.,  S t .  Lo u i s ,  MO. Phen+ol a m i n e  HCI was  dona ted  by 
C T b a - G e l g y  C o r p . ,  S u m m i t ,  NJ. Ham 's  F12 c u l t u r e  me d ium  w a s  p u r c h a s e d  
f r o m  Grand I s l a n d  B i o l o g i c a l  Co., Gran d  I s l a n d ,  NY. The c o l l a g e n a s e  was 
W o r t h i n g t o n ,  Typ e  1,  F r e e h o l  d, NJ a n d  i l - 2 - h y  d r o x y t h y  I p i  p e r a z  I n e - i i - 2 -  
e t h a n e s u l  phonl  c  a c id  (Hepes )  was p u r c h a s e d  f rom Cal b l o c h e m - B e h r l n g ,  San 
DI e g o ,  CA.
P r o p r a n o l o l  Is a n o n s p e c i f i c  £  - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t  and 
p h e n t o l a m l n e  I s  a n o n s p e c i f i c  <K- a d r e n e r g i c  a n t a g o n i s t .  A l l  hormones  
a n d  d r u g s  w e r e  p r e p a r e d  I n co l  d 0 . 0 5  H. p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l l n e t p H  
7 . 2 )  b e f o r e  u s e  In each e x p e r i m e n t .  In a l l  c a s e s  N e q u a l s  t h e  number o f  
a n i m a l s  t e s t e d .  D u p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n  of  a l l  t r e a t m e n t s  was  pe r f o r m ed  
f o r  each c o r p u s  I uteum.
E x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s
Corpora  I u t e a  (CL) w e r e  o b t a i n e d  p e r  vaglnam f ro m  r e g u l a r l y  c y c l i n g ,  
n o n l a c t a t i n g  d a i r y  cows o n  Days 1 0 - 1 2  o f  t h e  o e s t r o u s  c y c l e  (o es t r u s= D ay  
0 ) .  Luteal  t i s s u e  was p l a c e d  I n t o  Ham's F12 c u l t u r e  medium c o n t a i n i n g  
2 4  mH- Hepes  (pH 7 .4)  a t  4 ° C  f o r  t r a n s p o r t  t o  t h e  l a b o r a t o r y .  L u t e a l  
t i s s u e  was  d i s s o c i a t e d  w i t h  c o l l a g e n a s e  ( 2 0 0 0  u / g  t i s s u e )  and  c e l l  
n u m b e r  and  v i a b i l i t y  w e r e  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  by P a t e  & 
C o ndo n  (1 98 2) .
I n c u b a t i o n s  w er e  c o n d u c t e d  u t l I  I z l n g  2.5 x 1 0^ v i a b l e  c e l  I s  In a
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f  r n a I v o l u m e  o f  1 ml Ham's  F12 c u l t  u r e  m e d iu m  a n d  I n c u b a t e d  f o r  2h a t  
37°C a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( B a t t i s t a  4 C o n d o n ,  1 9 8 6 ) .  T y r a m l n e ,  
o c t o p a m l n e .  s y n e p h r l n e  a n d  d e o x y a d r e n a l  I n e  w e r e  a d d e d  t o  l u t e a l  c e l  I 
s u s p e n s i o n s  a t  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  10” ® t o  10 “ ® M. N o r a d r e n a l  I n e  
and a d r e n a l i n e  were  t e s t e d  a t  10“ 7 t o  10“ 4 M. For  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  
a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  m e d i a t i n g  t h e  c a t e c h o l a m i n e  r e s p o n s e ,  n o r a d r e n a l  Ine 
and a d r e n a l i n e  ( 1 0 ” ® U)  o r  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  and de o x ya dr ena l  Ine 
(10“ 4  M) were  added t o  I n c u b a t i o n s  which  had been p r e i n c u b a t e d  f o r  30 
mln w i t h  p r o p r a n o l o l  ( 10“ ® iU o r  p h e n t o l a m l n e  ( 10” ® M>.
P r o g e s t e r o n e  In t h e  I n c u b a t i o n  m e d i u m  w a s  q u a n t i t a t e d  by 
r a d l o l  mmunoassy o f  u n e x t r a c t e d  s a m p l e s  u s in g  a n t i  p r o g e s t e r o n e - 11- b o v I n e  
se ru m  a l b u m i n  (No. 3 3 7 ,  N l s w e n d e r ) .  The p r o g e s t e r o n e  t r a c e r  u s e d  was  
[ 1 , 2 - ® H 3 p r o g e s te r o n e  (New Eng land  N u c l e a r ,  B o s t o n ,  MA). The s e n s i t i v i t y  
o f  t h e  a s s a y ,  a s  d e t e r m i n e d  by t h e  l o w e r  95% c o n f i d e n c e  l i m i t  o f  t h e  
maximum b i n d i n g  In t h e  a b s e n c e  o f  any u n l a b e l l e d  p r o g e s t e r o n e ,  was 0.1 
ng.  T he  I n t r a - a s s a y  a n d  I n t e r a s s a y  c o e f f I c I e n t s  o f  v a r i a b i l i t y  w e r e  
7.3% a n d  1 2 . 4 $  r e s p e c t i v e l y .  A l I  s t a n d a r d s  w e r e  a s s a y e d  In  
q u a d r u p l i c a t e ,  and a l l  unknowns w e r e  a s s a y e d  In d u p l i c a t e .
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s
A n a l y s i s  of  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t r e a t m e n t  means was c o n d u c t e d  us ing  
one-way a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  f o l l o w e d  by t h e  S tu de n t - N ew m a n- K e u l s  mean 
s e p a r a t i o n  p roce du re .
I l l
R e s u l t s
L u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  In t h e  p r e s e n c e  o f  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  
c a t e c h o l a m i n e s  I s  s h o w n  In F i g -  2 .  O c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  a n d  
d e o x y a d r e n a l I n e  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  10“ 6 t o  10- 3  & (£<0.05) .  T y ra m ln e  was I n e f f e c t i v e  In 
I n f l u e n c i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  ( £ > 0 . 0 5 ) .  T h e  r e s p o n s e  t o  
o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  a n d  d e o x y a d r e n a I  I n e  was  s i m i l a r  w i t h i n  e a c h  
t r e a t m e n t  c o n c e n t r a t i o n .  A d d i t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e  and a d r e n a l i n e  a t  
10- ^ t o  10” ^ J1 r e s u I  t e d  In a s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  In t h e  p r o d u c t i o n  o f  
p r o g e s t e r o n e  CE<0.05,  F i g .  3 . ) .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s p o n s e  o f  l u t e a l  
c e l l s  t o  p r i m a r y  a n d  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  c a t e c h o l a m i n e s  s h o w e d  t h a t  
n o r a d r e n a l i n e  and  a d r e n a l i n e  w e r e  m o r e  p o t e n t  a g o n i s t s  t h a n  w e r e  
o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  o r  d e o x y a d r e n a l I n e  { £ < 0 . 0 5 ) .  The  s t i m u l a t o r y  
e f f e c t s  o f  n o r a d r e n a l  I n e  and  a d r e n a l  I n e  ( 1 0 “ ® M) a n d  o f  o c t o p a m l n e ,  
s y n e p h r l n e  and d e o x y a d r e n a l  I ne ( 1 0 - ^ 2£) w e r e  I n h i b i t e d  by p r o p r a n o l o l  
(10"® M, £ < 0 . 0 5 ,  T a b l e  1) b u t  n o t  by p h e n t o l a m l n e  (10"® £ > 0 . 0 5 ) .
N e i t h e r  p r o p r a n o l o l  n o r  p h e n t o l a m l n e  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  b a s a l  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  ( d a t a  n o t  shown) .
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D i s c u s s i o n
T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  a  r o l e  f o r  t h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  
c a t e c h o l a m i n e s  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  a n d  d e o x y a d r e n a l  I n e  In t h e  
s t i m u l a t i o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s .  The s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  
o f  n o r a d r e n a l i n e  a n d  a d r e n a l i n e  on  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  and  t h e  
a b i l i t y  o f  t h e  £  - a d r e n e r g i c  a n t a g o n i s t  p r o p r a n o l o l  t o  I n h i b i t  t h i s  
r e s p o n s e  I s  c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s  r e s u l t s  (Condon  4 B l a c k ,  1976 ;  
J o r d a n  a ±  a l , ,  1 9 7 8 ;  H a r w o o d  a l .» 1 9 8 0 ;  R a t n e r  fi± a l . ,  19 80 ;  
N o r j a v a a r a  a ±  a l - ,  1 9 8 2 ) .  In o t h e r  mammal f a n  t i s s u e s  o c t o p a m l n e  h a s  
b e e n  r e p o r t e d  t o  i n t e r a c t  w T th  04 a n d  ^  - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  
( F u j l w a r a  K e l s u k e ,  H l d e o ,  T a k a s h l  4 Y o s h l k o ,  1 9 6 8 ) ,  e x c l u s i v e l y  w i t h  
° c - r e c e p t o r s  ( K e l l y  4 Bur ks ,  1974 ;  K l e i n r o k ,  1979) o r  e x c l u s i v e l y  w i t h  
^ - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s  (Ch iba ,  1976) .  The a b i l i t y  of  p r o p r a n o l o l  b u t  
n o t  p h e n t o l a m l n e  t o  I n h i b i t  t h e  s t e r o i d o g e n i c  r e s p o n s e  t o  o c t o p a m l n e ,  
s y n e p h r l n e  and d e o xy a d r en a l  Ine  s u g g e s t s  t h a t  t h e i r  a c t i o n  I s  m e d ia t e d  
by £  - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .  T h e  l o w e r  p o t e n c y  o b s e r v e d  f o r  t h e  
a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  c a t e c h o l a m i n e s  w i t h  r e s p e c t  t o  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  I s  s l m t l a r t o t h a t  r e p o r t e d  f o r  t h e  I r  ab I I I t y  t o  I n f  I u e n c e  
o t h e r  p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  ( L a n d s  4 G r a n t .  1 95 2 ;  F u J I w a r a  £ ±  a l * .  
1968;  Nede rgaa rd  4 Wes t e rm ann ,  1968 ;  K e l l y  4 B u r k s ,  1974).
The mammalian o v a r y  I s e x t e n s i v e l y  I n n e r v a t e d  w i t h  a d r e n e r g i c  and 
c h o l I n e r g l c  n e r v e  f i b r e s ,  a l t h o u g h  t h e  CL a p p e a r s  t o  be d e v o i d  o f  any  
d i r e c t  n e u r a l  I n n e r v a t T o n  ( B a h r ,  Kao 4 N I s w e n d e r ,  19 7 4 ;  B u r d e n ,  1 9 7 8 ;  
S t e f e n s o n ,  Owman,  S j o b e r g .  S p o r r o n g  4 W a l l e s ,  1 9 81 ) .  No d a t a  a r e  
p r e s e n t l y  a v a i l a b l e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  b o v i n e  CL c a n  s y n t h e s i z e  o r  
r e t a I n  c a t e c h o I  am I n e s .  HPLC a n a l y s i s  o f  b o v I n e  l u t e a l  t i s s u e  d i d  n o t
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r ev e a l  n o r a d r e n a l i n e  o r  a d r e n a l i n e  t o  be p r e s e n t  In e a r l y ,  mid o r  l a t e  
c y c l e  CL ( P .  B a t t i s t a ,  C. R e x r o a d  & W.A. C o n d o n ,  u n p u b l i s h e d  
o b s e r v a t i o n s ) .  The f a i l u r e  t o  I d e n t i f y  t h e s e  c a t e c h o l a m i n e s  In b o v i n e  
l u t e a l  t i s s u e  may s u g g e s t  t h a t  t h e  s t e r o i d o g e n i c  a c t i o n  o f  o c t o p a m l n e ,  
s y n e p h r l n e  a n d  d e o x y a d r e n a I  I ne  I s  n o t  due  t o  c o n v e r s i o n  t o  p r i m a r y  
c a t e c h o l a m i n e s .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e  I n a b i l i t y  o f  t y r a m l n e  t o  s t i m u l a t e  
l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  may s u g g e s t  t h a t  t h e  e n z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  
p r im a ry  and a l t e r n a t i v e  pa th w a y  c a t e c h o l a m i n e  s y n t h e s i s  a r e  n o t  p r e s e n t  
In bov ine  l u t e a l  t i s s u e .
The m e c h a n i s m  w h e r e b y  c a t e c h o l a m i n e s  s t i m u l a t e  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  In t h e  b o v in e  I s  unknown. In r a t  g r a n u l o s a  c e l l s ,  a d r e n e r g i c  
a g e n t s  I n c r e a s e  t h e  e n z y m i c  a c t i v i t y  o f  3 £ - h y d r o x y s t e r o i d  
d e h y d r o g e n a s e  w h i l e  d e c r e a s i n g  2 0 “ t-hy d r o x y s t e r o i  d d e h y d r o g e n a s e  
a c t i v i t y  ( H s u e h ,  a ±  a ± .  1 9 8 3 ) .  O v a r i a n  d e n e r v a t i o n  o r  c h e m i c a l
sympa the c tomy  d e c r e a s e s  3 P - h y d r o x y s t e r o i d  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  In t h e  
r a t  CL, s u g g e s t i n g  t h a t  c a t h e c h o l a m  I n e s  may r e g u l a t e  s t e r o i d a l  enzyme 
a c t i v i t y  In v I v o  (B urden ,  1978).
In summary,  t h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  a l t e r n a t i v e  pa thway  
c a t e c h o l a m i n e s  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  and d e o x y a d r e n a l I n e  s t i m u l a t e  In.  
v 1 t r n  s t e r o l d  b I o s y n t h e s I s  I n b o v I n e  I u t e a I  1 1 s s u e .  T h e  r e s p o n s e  t o  
t h e s e  c a t e c h o l a m i n e s  I s  l e s s  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  f o r  n o r a d r e n a l i n e  and 
a d r e n a l i n e ,  and t h e  s t e r o i d o g e n i c  r e s p o n s e  o f  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  and 
d e o x y a d r e n a l I n e  I s  m e d i a t e d  by - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r s .
S c i e n t i f i c  C o n t r i b u t i o n  No. 1406 f r o m  t h e  New H a m p s h i r e
A g r i c u l t u r a l  E x p e r i m e n t  S t a t i o n .  We t h a n k  Dr G. D. N ls w en d e r  f o r  t h e  
p r o g e s t e r o n e  a n t i s e r u m  a n d  D. S t r a n g e r  f o r  m a n u s c r i p t  p r e p a r a t i o n .  
T h i s  r e s e a r c h  was a c o n t r i b u t i o n  t o  N o r t h e a s t  Re g i o na l  P r o j e c t  NE-72.
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Table 1. E f fec t  of 04 -and P - a d re n e rg ic  a n ta g o n is t s  on primary and a l t e r n a t iv e  pathway catechol  amine-1nduced 
progesterone production (ng/ml Incubation medium)
N Octopamlne Synephrlne Deoxyadrenal Ine NoradrenalIne AdrenalIne
Agonist a lone 6 
Agonist t  propranolol 4 
Agonist + phentolamine 4
90.6 ± 2.25®
57.6 ± 8 .54b 
93.9 + 4.87®
87.4 ±  4.81®
61.4 + 5.77 
87.9 + 7.88®
96.5 + 1.92® 
52.3 + 6 .1 8 b 
89.8 ± 5.42®
99.9 ± 6.61® 
55.5 + 3 .30  
89.3 ± 6.18®
107.2 ± 4.07® 
63.8 + 6.64 
98.7 + 4,34®
Values a re  mean + s .e .m .
Means w ith in  columns with d i f f e r e n t  s u p e r s c r ip t  l e t t e r s  a re  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  C£<0.05). 
Control va lue  equals  46,4 t  2 .13 .
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F ig .  1.
F i g .  2
F i g u r e  Legends
P r i m a r y  a n d  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y s  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
c a t e c h o l a m i n e s :  (1 )  t y r o s i n e  h y d r o x y l a s e ;  (2)  a r o m a t i c  
a m l n o a c T d  d e c a r b o x y l a s e ;  C3) d o p a m i n e - ? *  - o x i d a s e ;  (4)  
p h e n y I a th y I  am I n e - N - m e th y  I t r a n s f e r a s e ;  (5) n o n s p e c i f i c  &- 
m e th y I  t r a n s f e r a s e ;  ( 6 )  c a t e c h o I - f o r m  1ng e n z y m e .  S o l i d  
l i n e s  d e n o t e  p r i m a r y  pa th way .  (Taken f rom A x e l r o d ,  1963; 
and Cooper ,  Bloom & R o t h ,  1982).
E f f e c t  o f  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  c a t e c h o l a m i n e s  on  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  by d i s s o c i a t e d  b o v i n e  l u t e a l  
c e l  I s .  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  me an  + s . e . m .  <N=6 f o r  
a l l  t r e a t m e n t s ) .  S o l i d  l i n e  d e n o t e s  c o n t r o l  v a l u e  o f  46.4 
±  2 . 13  n g / m l .  B a r s  w i t h i n  t r e a t m e n t s  w i t h  d i f f e r e n t  
s u p e r s c r i p t  l e t t e r s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (£<0.05) .
E f f e c t  o f  n o r a d r e n a l  I n e  a n d  a d r e n a l  I n e  on p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  by d i s s o c i a t e d  l u t e a l  c e l l s .  D a t a  a r e  
e x p r e s s e d  a s  t h e  me an  ±  s . e . m .  (N=6 f o r  a l  I t r e a t m e n t s ) .  
S o l i d  l i n e  d e n o t e s  c o n t r o l  v a l u e  o f  46 .4  ±  2 . 1 3  n g / m l .  
Bars  w i t h i n  t r e a t m e n t s  w i t h  d i f f e r e n t  s u p e r s c r i p t  l e t t e r s  
a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( £ < 0 . 0 5 ) .
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Summary
T h e  p u r p o s e  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  t o  d e t e r m i n e  I f  t h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e  a n d  s e r o t o n i n  c o u l d  
s t i m u l a t e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  In v i v o ,  a s  h as  been o b s e rv e d  
In v I t r o . BTogenlc  am in e s  w e r e  a d m i n i s t e r e d  u s i n g  o s m o t i c  pumps p l a c e d  
s u b c u t a n e o u s  In t h e  neck r e g i o n  o f  r e g u l a r l y  c y c l i n g ,  n o n l a c t a t l n g  d a i r y  
c o w s  on  d a y s  9 -11 ( o e s t r u s  = Day 0) o f  t h e  o e s t r o u s  c y c l e .  To m o n i t o r  
t h e  e f f e c t s  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  on l u t e a l  f u n c t i o n ,  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  
c o l l e c t e d  u s i n g  I n d w e l I  Tng J u g u l a r  c a t h e t e r s  a n d  t h e  p l a s m a  f r a c t i o n  
a n a l y z e d  f o r  p r o g e s t e r o n e .  S am pl e s  w ere  c o l l e c t e d  a t  4h I n t e r v a l s  f o r  
t h e  f i r s t  1 2 h o f  t r e a t m e n t  a n d  t h e r e a f t e r  a t  1 2 h i n t e r v a l s  f o r  t h e  
r e m a i n d e r  of  t h e  72h t r e a t m e n t  p e r i o d .  Upon a d m i n i s t r a t i o n  o f  v a r y i n g  
d o s e s  o f  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e  a n d  s e r o t o n T n  ( 0 . 5 - 2 . 0 u g / k g / h )
s i g n i f i c a n t  e l e v a t i o n  o f  p l a s m a  p r o g e s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  was a c h ie v e d  
a t  a d o s a g e  o f  2 . 0  u g / k g / h  ( £ < 0 . 0 1 ) .  The  r e s p o n s e  t o  a d r e n a l  I n e  was
g r e a t e r  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  f o r  n o r a d r e n a l I n e  a nd  s e r o t o n i n  ( £ < 0 . 0 5 ) .  
W i t h i n  t r e a t m e n t  c o m p a r i s o n  t o  p r e t r e a t m e n t  s a m p l e s  s h o w e d  p l a s m a  
p r o g e s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  t o  I n c r e a s e  w i t h i n  4 h  a f t e r  t h e  
a d m i n i s t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e  a n d  s e r o t o n i n  (£<0 .0 5)  a n d  
t h i s  e n h a n c e m e n t  was  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e  t r e a t m e n t  p e r i o d  
( £ < 0 . 0 5 ) .  The e l e v a t i o n  In p l a s m a  p r o g e s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  
Induce d  by n o r a d r e n a l  Ine.  a d r e n a l i n e  and s e r o t o n i n  was I n de pe n d en t  of  
c h a n g e s  In c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  l u t e i n i z i n g  h o r m o n e .  T h e s e  r e s u l t s  
s u p p o r t  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  e n d o g e n o u s  b i o g e n i c  a m i n e s  in t h e  
enh an cem en t  o f  b o v i n e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n .
1 2 4
The c a + e c h o l a m I n e s .  n o r a d r e n a l i n e  and a d r e n a l i n e ,  c a n  s t i m u l a t e  t h e  
I n v I t r o  b i o s y n t h e s i s  o f  cAMP a n d  p r o g e s t e r o n e  by l u t e a l  t i s s u e  f rom a 
v a r i e t y  o f  s p e c i e s  ( co w :  C o n d o n  & B I a c k ,  1 97 6 ;  G o d k I n  e t  a I . . 19 77 ;  
Ml I v a e .  e t  a I. 1 9 8 3 :  r a t :  H a r w o o d  e t  a l . . 1 9 7 9 ;  R a t n e r  e t  a l . . 19 80 ;
N o r j a v a a r a  e t  a I . .  1982;  r a b b i t :  B l r n b a u m e r  e t  a I . .  1976;  ewe: J o r d a n
a t  a l . .  1 9 7 8 ;  and  s o w :  P e r k i n s  e t  a I . .  1 9 8 6 ) .  R e c e n t l y  we r e p o r t e d
t h a t  t h e  I n d o le a m ln e  s e r o t o n i n  en h a n ce s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  
by b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  J_a v I t r o  ( B a t t i s t a  & C o n d o n .  1 9 8 6 ) .
i n  v 1 v o . t h e  I n f u s i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e  o r  t h . e ^ > -  
a d r e n e r g i c  a g o n i s t  I s o p r o t e r e n o l  e l e v a t e d  p l a s m a  p r o g e s t e r o n e  
c o n c e n t r a t i o n s  In t h e  ewe ( B o l t  & R o l l i n s ,  1 9 7 6 ) ,  a n d  I n f u s i o n  o f  
n o r a d r e n a l i n e  I n c r e a s e d  cAMP l e v e l s  I n  c o r p o r a  I u t e a  o f  t h e  r a t  
( N o r j a v a a r a  £ i  n L u  1 9 8 3) .  In  c o n t r a s t .  In v i v o  a d m i n i s t r a t i o n  o f  
n o r a d r e n a l i n e  and  I s o p r o t e r e n o l  w as  I n e f  f  e c t  I v e  I n s t i m u l a t i n g  
p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  In o e s t r o u s  r a t s ,  a l t h o u g h  f e n o t e r o l ,  a £  2 “ 
a d r e n e r g l c  a g o n i s t ,  r e s u l t e d  In  e n h a n c e d  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  
(Z so lna l  £ ±  a l . .  1982) .  I n f u s i o n  o f  a d r e n a l i n e  In e a r l y  p r e g n a n t  women 
I n c r e a s e d  p lasma p r o g e s t e r o n e  ( F y l l l n g ,  1 9 7 1 a ) ,  b u t  t h e s e  e f f e c t s  may be 
due t o  s t i m u l a t i o n  o f  p l a c e n t a l  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  r a t h e r  t h a n  a 
dl r e c t  e f f e c t  on I u t e a I  f u n c t I o n  ( F y l l l n g ,  1 9 7 1 b ;  F l i n t  a I . . 19 7 4 ;  
Csapo & H erczeg ,  1977) .  Th is  I s  s u p p o r t e d  by t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  human 
l u t e a l  t i s s u e  I s  r e f r a c t o r y  t o  s t i m u l a t i o n  by e x o g e n o u s  a d r e n e r g i c  
a g o n i s t s  In. v i t r o  ( R i c h a r d s o n  & Masson,  1980 ;  Ca sper  & C o t t e r e l I . 1984).
The I n f u s i o n  o f  I s o p r o t e r e n o l  o r  t h e  ^ - a d r e n e r g i c  a n t a g o n i s t  
p r o p r a n o l o l  In p s e u d o p r e g n a n t  r a b b i t s  d i d  n o t  a l t e r  l u t e a l  f u n c t i o n
1 2 5
(G a d sb y  f l± a I . .  1 9 8 5 ) .  T h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  e n d o g e n o u s
c a t e c h o l a m i n e s  a r e  n o t  I n v o l v e d  In t h e  In .  v i v o  s t i m u l a t i o n  o f  l u t e a l  
s t e r o i d o g e n e s i s .  The p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e .  I f  any,  of b i o g e n i c  
a m i n e s  In t h e  i n  v I v o  e n h a n c e m e n t  o f  b o v i n e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  I s  unknown. I t  was  t h e  pu r p o se  o f  t h i s  s t u d y  t o  d e t e r m i n e  I f  
t h e a d m l n l s t r a t l o n o f  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e ,  a n d  s e r o t o n I n  c o u l d  
s t i m u l a t e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  tn v i v o , a s  has  been o b s e r v e d  
1 n v 1 t r o .
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M a t e r i a l s  and Methods
E x per im en ta l  P r o c e d u r e s
S e r o t o n i n ,  L - n o r a d r e n a l I n e  and  L - a d r e n a l I n e  (S igma  Chemleal  Co., 
St .  Lo u i s ,  MO) w er e  a d m i n i s t e r e d  u s in g  o s m o t i c  pumps (Alza Corp . ,  P a l o  
A l t o ,  CA). P u m p s  w e r e  I n s e r t e d  s u b c u t a n e o u s l  y in t h e  n e c k  r e g i o n  o f  
r e g u l a r l y  c y c l i n g ,  n o n l a c t a t l n g  d a i r y  cows  on day 9-11 o f  t h e  o e s t r o u s  
c y c l e  ( o e s t r o u s  = Day 0) u n d e r  g e n e r a l  (R o m pu n ,  M i l e s  L a b o r a t o r i e s ,  
I n c . ,  S h a w n e e ,  KA) a n d  l o c a l  ( L T d o c a l n e  HCI,  J.A. W e b s t e r ,  I n c . .  N. 
B i l l e r i c a ,  MA) a n a e s t h e s  l a .  T r e a t m e n t s  w e r e  p r e p a r e d  In a 0.1 5.M NaCI 
s o l u t i o n  (pH 4 . 0 )  t o  d e l i v e r  c o n t r o l l e d  r e l e a s e  r a t e s  o f  0 . 5 .  1.0 and  
2 .0  u g / k g / h .  C o n t r o l  a n i m a l s  r e c e i v e d  o s m o t i c  pump s  c o n t a i n i n g  NaCI 
sol  u t l o n  o n l y .  Blood  s a m p l e s  were  c o l l e c t e d  u s i n g  I n d w e l l i n g  j u g u l a r  
c a t h e t e r s  ( A b b o c a t h -  T.  1 4 - g a u g e  x 5 1 / 2 " ,  A b b o t  H o s p i t a l s ,  I n c . ,  N. 
Ch I c a g o ,  IL) a n d  s a m p l e s  w e r e  co l  I e c t e d  a t  4h  I n t e r v a l s  f o r  t h e  f i r s t  
1 2 h o f  t r e a t m e n t  a n d  t h e r e a f t e r  a t  1 2 h I n t e r v a l s  f o r  t h e  r e m a i n d e r  o f  
t h e  72h t r e a t m e n t  p e r i o d .  D u p l i c a t e  p r e t r e a t m e n t  s a m p l e s  were o b t a i n e d  
f r o m  e a c h  a n i m a l  by J u g u l a r  v e n i p u n c t u r e  p r i o r  t o  e x p e r i m e n t a l  
m a n i p u l a t i o n .  B lood s a m p l e s  w er e  t r a n s f e r r e d  t o  h e p a r l n l z e d  t u b e s  and 
p l a c e d  on I ce  f o r  t r a n s p o r t  t o  t h e  l a b o r a t o r y .  Samp les  wer e  c e n t r i f u g e d  
(4°C)  f o r  20  m l n  a t  1 . 5 0 0  x g a f t e r  w h i c h  t h e  p l a s m a  f r a c t i o n  was  
r e m o v e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  a n a l y z e d  f o r  p r o g e s t e r o n e  a n d  
l u t e i n i z i n g  hormone.
P r o g e s t e r o n e  p r e s e n t  In p l a s m a  s a m p l e s  was  q u a n t i t a t e d  a f t e r  
e x t r a c t i o n  by r a d i o i m m u n o a s s a y  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( B a t t i s t a  &£ 
a l . . 1984) .  T h e  p r o g e s t e r o n e  a n t T s e r u m  (No.  3 3 7 ,  N l s w e n d e r )  was 
p r e p a r e d  In s h e e p  a g a i n s t  11 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e  h e m I s u c c l n a t e
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c o n j u g a t e d  t o  b o v i n e  se rum a l b u mi n .  The p r o g e s t e r o n e  t r a c e r  used  was 
C 1 , 2 - ^ H ]  p r o g e s t e r o n e  (New E n g l a n d  N u c l e a r ,  B o s t o n ,  MA). T he  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  as  d e t e r m i n e d  by t h e  lowe r  95? c o n f i d e n c e  l i m i t  
o f  t h e  maximum b i n d i n g  In t h e  a b s e n c e  o f  any u n l a b e l l e d  p r o g e s t e r o n e  was 
0.07ng.  The o v e r a l l  r e c o v e r y  o f  p r o g e s t e r o n e  e x t r a c t e d  from p l a s m a  was 
92 ±  1.5%. The I n t r a -  and  I n t e r a s s a y  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a b i l i t y  wer e  
5.1? and 9.4? ,  r e s p e c t i v e l y .  Al l  s a m p l e s  f rom an I n d i v i d u a l  an i ma l  w er e  
a n a l y z e d  w i t h i n  t h e  same a s s a y  and p l a s m a  p r o g e s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  
a r e  r e p r e s e n t e d  a s  t h e  mean  v a l u e  o f  d u p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s  n o t  
c o r r e c t e d  f o r  r e c o v e r y .  In a l l  c a s e s ,  n e q u a l s  t h e  number  o f  I n d i v i d u a l  
a n i m a l s  t e s t e d .
To a s s e s s  t h e  e f f e c t s  o f  c h r o n i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  
on t h e  r e l e a s e  o f  LH. p l a s m a  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  a m o d i f i c a t i o n  
o f  t h e  p r o c e d u r e  d e s c r  Tbed by N| s w e n d e r  a ±  a I . ( l 9 6 9 ) .  P u r  I f  l e d  ov  I ne  
LH (LER-1056-C2) was  r a d l o l o d l n a t e d  u s i n g  1000-GEN ( 1 , 3 , 4 , 6 - t e t r a c h l o r o -  
3 , 6 - d  I s p h e n y l - g I y c o u r I  I - P I e r c e  C h e m l e a  I C o . , R o c k v l I l e -  IL) .  The  
p r i m a r y  a n t i b o d y  ( a n t l o v l n e  LH. GDN-15) was  d i l u t e d  1 : 4 0 , 0 0 0  In 
p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l  I n e  (0.14M N a C I ,  0.01M NaP04 , pH 7.4) c o n t a i n i n g  
2 ?  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m .  S e c o n d  a n t i b o d y  p r e c i p i t a t i o n  was  a c h i e v e d  
us in g  s h e e p - a n t f - r a b b l t  s e r a  (DBRC-1) d i l u t e d  1:8 in p h o s p h a t e - b u f f e r e d  
s a l i n e .  P r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  s e c o n d  a n t i b o d y  c o m p l e x  was  f a c i l i t a t e d  
us in g  10? p o l y e t h y l e n e  g l y c o l .  P la s m a  s a m p l e s  were  a s s a y e d  In d u p l i c a t e  
u s i n g  100ul o f  p l a sm a .  The mean o f  d u p l i c a t e  v a l u e s  was used f o r  ea ch  
unknown and a l l  s a m p l e s  w e r e  a n a ly z e d  w i t h i n  one a s s a y .  The s e n s i t i v i t y  
o f  t h e  a s s a y  a v e r a g e s  0.2 ng. The m in i m a l  d e t e c t a b l e  v a l u e  was u se d  f o r  
s a m p l e s  w i t h  n o n d e t e c t a b I e  LH c o n c e n t r a t i o n .  The I n t r a - a s s a y  
c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  was  9.5?.
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S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s
D i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t r e a t m e n t  m e a n s  w e r e  e v a l u a t e d  u s i n g  one-way  
a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  and S tu d en t - N ew m a n -K e u l s  mean s e p a r a t i o n  p r o c e d u r e .  
W i t h i n  t r e a t m e n t s ,  d i f f e r e n c e s  wer e  d e t e r m i n e d  u s i n g  p a i r e d  t - t e s t .
1 2 9
R e s u l t s
T h e  e f f e c t  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  o n  m e a n  p l a s m a  p r o g e s t e r o n e  
c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h e  72h t r e a t m e n t  p e r i o d  a r e  shown In T a b l e  1. The 
a d m i n i s t r a t i o n  o f  n o r a d r e n a l i n e -  a d r e n a l i n e  and s e r o t o n i n  a t  0.5 and 1.0 
u g / k g / h  d id  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  p l a sma p r o g e s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  
f r o m  t h o s e  o b s e r v e d  In a n i m a l s  r e c e i v i n g  no t r e a t m e n t  ( £ > 0 . 0 5 ) .  
A d m i n i s t r a t i o n  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  a t  2.0 u g / k g / h  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  
c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  p r o g e s t e r o n e  a b o v e  t h o s e  In n o n t r e a t e d  a n i m a l s  
( £ < 0 . 0 1 ) .  The r e s p o n s e  t o  a d r e n a l  I n e  was  g r e a t e r  t h a n  t h a t  f o u n d  f o r  
n o r a d r e n a l i n e  and  s e r o t o n i n  ( E < 0 . 0 5 ) .  T h e  t l m e - c o u r s e  r e s p o n s e  t o  
b i o g e n i c  a m i n e  s t i m u l a t i o n  I s  sho w n  In F i g .  1. A d m i n i s t r a t i o n  o f  
n o r a d r e n a l I n e  a nd  a d r e n a l I n e  e l e v a t e d  p l a s m a  p r o g e s t e r o n e  w i t h i n  4h 
( £ < 0 - 0 5 ,  F i g .  1 a ) ,  a n d  t h i s  s t i m u l a t i o n  was m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e  
t r e a t m e n t  p e r i o d  ( £ < 0 . 0 5 ) .  S i m i l a r l y  t r e a t m e n t  w i t h  s e r o t o n i n  
s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  p r o g e s t e r o n e  w i t h i n  4h ( £ < 0 . 0 5 .  F i g .  1b ) ,  a n d  
t h i s  e l e v a t i o n  w as  I I k e w f s e  m a i n t a i n e d  t h r o u g h o u t  t h e  7 2 h  t r e a t m e n t  
p e r i o d  ( £ < 0 . 0 5 ) .
None of  t h e  b i o g e n i c  a m in es  t e s t e d  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  c i r c u l a t i n g  
l e v e l s  o f  LH. Mean p l a s m a  LH c o n c e n t r a t i o n s  o v e r  t h e  7 2 h  t r e a t m e n t  
p e r i o d  f o r  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e ,  s e r o t o n i n  and c o n t r o l  a n i m a l s  w e r e  
0 . 2 2  ±  0 . 1 1 ,  0 . 2 2  ±, 0 . 1 2 ,  0 . 2 2  ±  0 .11  a n d  0 . 2 6  ±  0 . 1 3  n g / m l ,
r e s p e c t i v e l y  (£>0.05).
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D i s c u s s i o n
These  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  a r o l e  f o r  n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e  and 
s e r o t o n i n  In t h e  In  v i v o  s t i m u l a t i o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n .  None o f  t h e  b i o g e n i c  a m i n e s  t e s t e d  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  
c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  LH, s u g g e s t i n g  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  t h e s e  a m i n e s  on 
t h e  c o r p u s  Iu teum.  These  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  
none o f  t h e  b i o g e n i c  a m in e s  used c r o s s  t h e  b l o o d - b r a l n  b a r r i e r  (Axe l rod  
e t  a  I . .  1959; D o u g la s .  1970) o r  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r  p i t u i t a r y  LH r e l e a s e  
u n d e r  a c u t e  c o n d i t i o n s  ( K a m b e r f  & McCann,  1 9 6 9 ;  S c h n e i d e r  & McCann.  
1 9 6 9 ;  Kamber  I e t  a  1 . . 197 0 ;  B l a k e ,  197 6 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  J_a 
v i t r o  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o f  n o r a d r e n a l 1ne,  a d r e n a l i n e  (Condon & Black,  
1 9 7 6 ;  Godk 1 n £t± a I . . 1 <377; M1 1 v a e  a I . .  1983)  a n d  s e r o t o n  I n ( B a t t  I s t a  
& Condon.  1986a)  on b o v in e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n .  The In vIvo 
e n h a n c e m e n t  o f  l u t e a l  f u n c t i o n  by n o r a d r e n a l i n e  and  a d r e n a l i n e  r e p o r t e d  
In t h e  p r e s e n t  s t u d y  s u p p o r t s  p r e v i o u s  r e s u l t s  o b t a i n e d  In t h e  ewe  (B o l t  
& R o l I  I n s ,  1 9 7 6 )  a n d  r a t  ( N o r j a v a a r a  a l ■. 1 9 8 3 ) .
A l t h o u g h  t h e  mammal Tan o v a r y  h a s  b o t h  a d r e n e r g i c  and c h o l  I n e r g i c  
n e r v e  f i b r e s ,  t h e  c o r p u s  I u t eu m d o e s  n o t  a p p e a r  t o  be  d i r e c t l y  
I n n e r v a t e d  by e i t h e r  n e u r a l  s y s t e m  ( B a h r  £ ±  a l . ,  19 74 ;  B u r d e n .  19 78 ;  
S t e f e n s o n  a ±  a  I . .  1 9 8 1 ) .  S u p p o r t  f o r  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  o f  t h e
n e r v o u s  s y s t e m  In t h e  c o n t r o l  of  o v a r i a n  s t e r o i d o g e n e s i s  I s s u g g e s t e d  by 
t h e  f i n d i n g  t h a t  e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n  o f  s p e c i f i c  b r a i n  r e g i o n s  
I n c r e a s e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e s t r a d i o l  and p r o g e s t e r o n e  In o v a r i a n  
venou s  b lood  o f  h y p o p h y s e c t o m ( z e d - a d r e n a l  e c t o m  I z e d .  p r o - o e s t r o u s  r a t s  
( K a w ak a m l  e t  a l . . 1 9 8 1 ) .  S e c t i o n i n g  o f  t h e  s u p e r i o r  o v a r i a n  n e r v e  
d e c r e a s e d  e s t r a d i o l  and p r o g e s t e r o n e  c o n c e n t r a t i o n s  In o v a r i a n  v e n o u s
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b l o o d  o f  p r o - o e s + r o u s  r a t s  ( A g u a d o  & O j e d a .  1 9 84)  w h i l e  e l e c t r i c a l  
s t i m u l a t i o n  o f  t h e  s u p e r i o r  o v a r i a n  ne r v e  e n h a n c e d  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n  In d l o e s t r o u s  r a t s  t h r o u g h  s t i m u l a t i o n  o f  &  - a d r e n e r g i c  
r e c e p t o r s  ( W e is s  £ ±  a I . .1 9 8 2 ) .
In a d d i t i o n  t o  t h e  a b s e n c e  o f  d i r e c t  a d r e n e r g i c  I n n e r v a t i o n ,  we 
have been u n ab le  t o  d e t e c t  n o r a d r e n a l i n e  o r  a d r e n a l i n e  In b o v i n e  l u t e a l  
t i s s u e  u s i n g  HPLC a n a l y s i s  ( B a t t i s t a  & Condon, 1986b).  In c o n t r a s t ,  we 
have  found s e r o t o n i n  In bo v in e  l u t e a l  t i s s u e  ( B a t t i s t a  & Condon,  1986a).  
P o s s i b l e  s o u r c e s  o f  l u t e a l  s e r o t o n i n  I n c l u d e  m a s t  c e l l s ,  b l o o d  
p l a t e l e t s ,  s t o r a g e  o f  p e r i p h e r a l l y  c i r c u l a t i n g  s e r o t o n i n  o r  de  no v o  
s y n t h e s i s .  H i s t o l o g i c a l  d e t e r m i n a t i o n  o f  m a s t  ce l  I s  u s i n g  G l e m s a ,  
t o l u l d e n e  b l u e  a n d  m e t h y l e n e  b l u e  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s  h a s  f a i l e d  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  m a s t  c e l  I s In e i t h e r  e a r l y  o r  m i d - c y c l e  
l u t e a l  t i s s u e  ( u n p u b l I s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  S e r o t o n i n  p r e s e n t  In l u t e a l  
t i s s u e  may be d e r i v e d  f rom p e r i p h e r a l l y  c i r c u l a t i n g  s e r o t o n i n  s i m i l a r  t o  
t h a t  r e p o r t e d  f o r  r a t  t e s t i c u l a r  (El I Ts a J . . .  1972)  a n d  a d r e n a l
( V e r h o f s t a d  A J o n s s o n ,  1983)  t i s s u e s .  We a r e  p r e s e n t l y  c o n d u c t i n g  
Im m u n o h l s t o ch e m lc a l  e x p e r i m e n t s  t o  examine  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s  and t o  
d e t e r m  I n e  t h e  c e  I I u I a r  I o c a t I o n  o f  s e r o t o n I n .  The m e c h a n i s m  w h e r e b y  
b i o g e n i c  a m i n e s  e n h a n c e  b o v i n e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  I s  
u n k no w n.  J_q v  I t r n  s t u d i e s  u s i n g  r a t  g r a n u l o s a  c e l  I s  s h o w e d  p r i m a r y  
c a t e c h o l a m i n e s  I n c r e a s e d  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  3 ^  - h y d r o x y s t e r o l d  
d e h y d r o g e n a s e  w h i l e  d e c r e a s i n g  2 0 °<- - h y d r o x y  s t e r o l  d d e h y d r o g e n a s e  
a c t i v i t y  ( H s ue h  a 1. 1 9 8 3 ) .  O v a r i a n  d e n e r v a t i o n  o r  c h e m i c a l  
sym p a th e c t o m y  d e c r e a s e s  3 £ - h y d r o x y s t e r o 1  d d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  In bo th  
t h e  i n t e r s t r t i a l  g l a n d  a nd  c o r p u s  I u t e u m  o f  p r e g n a n t  r a t s  ( B u r d e n  & 
L aw r en c e ,  1977).
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The a b i l i t y  o f  t h e  p r i m a r y  pa t hw ay  c a t e c h o l a m i n e s  n o r a d r e n a l i n e  and 
a d r e n a l I n e t o  s t i m u l a t e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  p r o d u c t i o n  bo th  In v i v o  and 
In v i t r o  s u g g e s t s  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  endogenous  a d r e n e r g i c  c o n t r o l  
o f  b o v I n e  l u t e a l  f u n c t I o n .  A d d i t i o n a l  I y ,  t h e  a b l I I t y  o f  s e r o t o n I n  t o  
e n h a n c e  t h e  J_a v 1vo  a n d  i_a v I t r o  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e s t e r o n e  a n d  t h e  
p r e s e n c e  o f  s e r o t o n i n  w i t h i n  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  s u g g e s t s  a 
p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  s e r o t o n i n  a s  an I n t r a o v a r l a n  s t i m u l a t o r  o f  l u t e a l  
f u n c t i o n .
S c i e n t i f i c  C o n t r i b u t i o n  No. 1456 f rom t h e  New H am ps h i r e  A g r i c u l t u r a l  
E x p e r i m e n t  S t a t i o n .  We t h a n k  Dr.  G.D. N t s w e n d e r  f o r  t h e  p r o g e s t e r o n e  
a n t i s e r u m  and  D. S t r a n g e r  and M. C o b u r n  f o r  m a n u s c r i p t  p r e p a r a t i o n .  
T h i s  r e s e a r c h  w as  a c o n t r i b u t i o n  t o  N o r t h e a s t  R e g i o n a l  P r o j e c t  NE-72.
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507-51 1 .
Z s o l n a l ,  B . ,  V a r g a ,  B. & H o r v a t h  E. ( 1 9 8 2 )  I n c r e a s e  o f  o v a r i a n  
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TABLE 1: E f f e c t  o f  b i o g e n i c  am in es  on mean p lasma  p r o g e s t e r o n e
c o n c e n t r a t i o n s  ( n g / m l )  o v e r  a 72h t r e a t m e n t  p e r i o d .
B i o g e n i c  Amine N
C o n c e n t r a t i o n  
( u g / kg /h )
Plasma P r o g e s t e r o n e  
(mean ±  s . e . m . )
N o r a d r e n a l  1 ne 2 0 .5 4 . 0  ±  . 3 7 a
2 1 . 0 4 . 8  ±  , 4 0 a
4 2 . 0 7 . 9  ±  . 2 6 b
A d r e n a l I n e 2 0 .5 4 . 7  ±  , 6 Ca
2 1 .0 5.1 ±  . 6 2 s
4 2 . 0 9 . 0  ±  . 4 6 c
S e r o t o n 1n 2 0 .5 4 . 5  ±  . 17 a
2 1 . 0 4 . 4  ±  , 2 9 a
5 2 . 0 7 . 9  ±  . 2 3 b
None 4 0 4 . 2  ±  . 1 7 a
N e q u a l s  t h e  numb er  of  I n d i v i d u a l  an i m a l s  t e s t e d .  Means w i t h  d i f f e r e n t  
s u p e r s c r i p t  l e t t e r s  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (£<0.01  f o r  
n o r a d r e n a l i n e .  a d r e n a l i n e  and  s e r o t o n i n  v s .  c o n t r o l ,  £ < 0 . 0 5  f o r  
a d r e n a l i n e  v s .  n o r a d r e n a l i n e  a n d  s e r o t o n i n ) .
FIGURE LEGEND
FIGURE 1. T l m e - c o u r s e  e f f e c t  o f  (a) n o r a d r e n a l i n e ,  a d r e n a l i n e  and (b) 
s e r o + o n l n  on t h e  In v i v o  s t l m u l a + l o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  p r o g e s t e r o n e  
p r o d u c t i o n .  V a l u e s  a r e  t h e  mean + s . e . m . ,  N = 4 f o r  n o r a d r e n a l i n e ,  
a d r e n a l i n e  and c o n t r o l ,  N = 5 f o r  s e r o t o n i n .  All  t r e a t m e n t  v a l u e s  a r e  
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SUMMARY AND SIGNIFICANCE OF RESULTS
C a t e c h o l a m i n e  S t u d i e s
1) T h e  e n h a n c e m e n t  o f  b o v i n e  l u t e a l  P4  p r o d u c t i o n  In r e s p o n s e  t o  
c a t e c h o l a m i n e s  I s  m e d i a t e d  by a m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  £ - a d r e n e r g I c  
r e c e p t o r s .  Both  and ^ 2 “ a<*r e n e r 9 *c  r e c e p t o r s  a r e  p r e s e n t  on b o v in e  
l u t e a l  c e l l  membranes .
2 )  T h e  c a t e c h o l a m i n e s :  o c t o p a m l n e ,  s y n e p h r l n e  a nd  d e x o y e p i n e p h r I n e .  
w h i c h  a r e  d e r v l v e d  t h r o u g h  an a l t e r n a t i v e  o r  s e c o n d a r y  p a t h w a y ,  
s t i m u l a t e d  b a s a l  P4 p r o d u c t i o n .  The s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  t h e s e  a m i n e s  
was m e d i a t e d  b y J * - a d r e n e r g f c  r e c e p t o r s .
3) HPLC a n a l y s i s  o f  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  d i d  n o t  d e m o n s t r a t e  d e t e c t a b l e  
l e v e l s  o f  e i t h e r  NE o r  E In l u t e a l  t i s s u e  o b t a i n e d  a t  v a r i o u s  s t a g e s  o f  
t h e  e s t r o u s  c y c l e .
4 )  T h e  I n  v I vo  a d m i n i s t r a t i o n  o f  NE a n d  E s t t m u a l t e d  b o v i n e  l u t e a l  
f u n c t i o n ,  a s  a s s e s s e d  by e l e v a t e d  l e v e l s  o f  p l a s m a  P4 . The I n c r e a s e  In 
c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  P4 In r e s p o n s e  t o  NE a n d  E t r e a t m e n t  w as  
I n d e p e n d e n t  o f  ch a ng es  In c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  LH.
Bioge nic  Amine S t u d i e s
1) The a d d i t i o n  o f  5-HT r e s u l t e d  In a d o s e - d e p e n d e n t  e n h a n c e m e n t  o f  P4
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p r o d u c t i o n  by  d i s s o c i a t e d  b o v i n e  l u t e a l  c e l l s  I n  s h o r t - t e r m  I n c u b a t i o n .
2) I n c u b a t i o n  o f  l u t e a l  c e l  I s  w i t h  t h e  5 - HT m e t a b o l  I t e  5-MTA, a l s o  
s t i m u l a t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  P4 .
3) The r e s p o n s e  t o  5-HT was m e d i a t e d  by a 5-HT^ r e c e p t o r  whtch may n o t  
be a s s o c i a t e d  wTth a d e n y l a t e  c y c l a s e .
4) A n a l y s i s  of  b o v i n e  l u t e a l  t i s s u e  by HPLC d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  
o f  5-HT and showed t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5-HT v a r i e d  w i t h  t h e  s t a g e  
o f  l u t e a l  d e v e lo pm e nt .
5) A d m i n i s t r a t i o n  o f  5-HT In v i v o  r e s u l t e d  Tn e l e v a t e d  l e v e l s  o f  p l a s m a  
P4 , The  c h a n g e  In p l a s m a  P 4 was  I n d e p e n d e n t  o f  a l t e r a t i o n s  In 
c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  LH.
T h e  a b i l i t y  o f  c a t e c h o l a m i n e s  t o  s t l m u a l t e  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s  
b o t h  fn v I t r o  and In v I vo  s u p p o r t s  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  end oge no us  
c a t e c h o l a m i n e s  In t h e  s t i m u l a t i o n  o f  b o v i n e  l u t e a l  f u n c t i o n .  T h e  
I n a b i l i t y  t o  d e t e c t  NE and  E w I t h  bo v in e  l u t e a l  t i s s u e  s u g g e s ts  t h a t  t h e  
b o v i n e  CL I s  u n a b l e  t o  s y n t h e s i z e  o r  s t o r e  c a t e c h o l a m i n e s .  T h u s ,  
n e u r o t r a n s m l t t e r  I n p u t  t o  t h e  CL may a r i s e  f r o m  t h e  s y m p a t h e t i c  n e u ra l  
n e t w o r k  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  o v a r y  o r  f rom c l r c u I  a t  Ing  c a t e c h o l  am I n e s .  
D i r e c t  e x p e r i m e n t a t i o n  of  c a t e c h o l a m i n e  s y n t h e s i s  by l u t e a l  t i s s u e  h a s  
n o t  b e e n  c o n d u c t e d .  F u r t h e r  r e s e a r c h  I s  r e q u i r e d  t o  a d d r e s s  t h i s  
q u e s t i o n ,  and t o  d e t e r m i n e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  I n n e r v a t i o n  t o  t h e  normal  
f u n c t i o n i n g  o f  t h e  b o v i n e  CL.
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H o w e v e r ,  b a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  I t  w o u l d  be 
a n t  I c  I p a t e d  t h a t  I n h i b i t i o n  o f  n e u r a l  I n p u t  t o  t h e  CL w ou ld  r e s u l t  In 
l u t e a l  I n s u f f i c i e n c y .  T h u s  I n t r a o v a r l a n  I n f u s i o n  o f  a j ^ - a d r e n e r g I c  
a n t a g o n i s t  s u c h  a s  p r o p r a n o l o l ,  s h o u l d  r e s u l t  In r e d u c e d  c i r c u l a t i n g  
l e v e l s  o f  P^,  t h e r e b y  a t t r i b u t i n g  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e  t o  neura l  
s t i m u l a t i o n  In t h e  n o r m a l  f u n c t i o n i n g  o f  t h e  b o v i n e  CL. I t  c o u l d  be 
s p e c u l a t e d  t h a t  a d e f i c i e n c y  In  n e u r a l  I n p u t  t o  t h e  CL may In p a r t  
a c c o u n t  f o r  p regnancy  f a i l u r e .  S i n c e  s u c c e s s f u l  c o n c e p t i o n  I s  d e p e n d e n t  
upon a d e q u a t e  l e v e l s  o f  P^,  I n s u f f i c i e n t  n e u r a l  I n p u t  m i g h t  e x p l a i n  t h e  
lower l e v e l s  of  P4 a s s o c i a t e d  w i t h  some r e p e a t - b r e e d e r  d a i r y  c a t t l e .
A d d i t i o n a l l y ,  n e u r a l  e n h a n c e m e n t  o f  b o v i n e  l u t e a l  f u n c t i o n  may be 
inv o lved  In  e x p l a i n i n g  r e p r o d u c t i v e  I n s u f f i c i e n c y  r e s u l t i n g  f rom s t r e s s .  
S t r e s s  f a c t o r s  s u c h  a s  e x t r e m e s  In t e m p e r a t u r e ,  m i l k  p r o d u c t i o n ,  
n u t r i t i o n a l  d e p r i v a t i o n ,  o r  e x c e s s i v e  p h y s i c a l  e x e r c i s e  may r e s u l t  In 
e n h a n c e d  n e u r a l  s t i m u l a t i o n  o f  l u t e a l  s t e r o i d o g e n e s i s .  As a r e s u l t ,  
c i r c u l a t i n g  l e v e l s  o f  P4 w o u l d  b e  e l e v a t e d  a b o v e  a n d  b e y o n d  n o r m a l  
l i m i t s .  P r o l o n g e d  e x p o s u r e  t o  P4 w o u l d  t h e n  a l t e r  s t e r o i d  f e e d b a c k  
m e c h a n i s m s  a t  t h e  h y p o t h a l a m u s  and p i t u i t a r y ,  t h e r e b y  I n h i b i t i n g  
r e p r o d u c t i v e  c y c l i c i t y .
The a b i l i t y  o f  5 -HT t o  s t i m u l a t e  l u t e a l  P4 p r o d u c t i o n  bo th  In. v I t r o  
a n d  Xa v I v o . coup I e d  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  5-HT w i t h i n  b o v i n e  l u t e a l  
t i s s u e .  I s  s u p p o r t i v e  o f  a p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  endoge no us  5-HT a s  an 
I n t r a o v a r l a n  s t i m u l a t o r  o f  l u t e a l  f u n c t i o n .  F u r t h e r  s t u d i e s  a r e  
r e q u i r e d  t o  d i r e c t l y  a c c e s s  t h e  s e r o t o n e r g i c  c o n t r i b u t i o n  t o  n o r m a l  
l u t e a l  f u n c t i o n ,  t o  d e t e r m i n e  t h e  c e l l u l a r  l o c a t i o n  o f  5-HT w i t h i n  t h e  
CL, and t o  a s s e s s  t h e  c a p a b i l i t i e s  f o r  de novo  s y n t h e s i s .
Wi th r e s p e c t  t o  p h y s i o l o g i c a l  s i g n i f i c a n c e ,  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n
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o f  5-HT p r e s e n t  In newl y  fo rme d  l u t e a l  t i s s u e  may s u g g e s t  a  r o l e  f o r  5 -  
HT In t h e  p r o c e s s  o f  I u t e l  n f z a t l o n .  5 -HT  may a l s o  p l a y  a l u t e o t r o p l c  
r o l e  d u r i n g  e a r l y  CL f o r m a t i o n ,  a t i m e  a t  w h i c h  LH I s  I n e f f e c t i v e  In 
s t i m u l a t i n g  P4 p r o d u c t i o n .
I t  would  be a n t i c i p a t e d  b a s e d  on t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  
t h a t  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a 5-HT a n t a g o n i s t  such  a s  m i a n s e r i n ,  wou ld  
r e d u c e  l u t e a l  P4 s e c r e t i o n .  Such an e x p e r i m e n t  would d e m o n s t r a t e  more 
d i r e c t l y  t h e  s e r o t o n e r g i c  c o n t r i b u t i o n  t o  nor mal  l u t e a l  f u n c t i o n .  I f  5 -  
HT a n t a g o n i s t s  e x h i b i t  l u t e o l y t l c  p r o p e r t i e s ,  s u c h  a p h a r m a c o l o g i c a l  
t o o l  may l e a d  t o  b e t t e r  m e t h o d s  f o r  t h e  I n d u c t i o n  o f  l u t e o l y s t s ,  a nd  
t h u s  b e t t e r  s t r a t e g i e s  f o r  e s t r o u s  c y c l e  c o n t r o l .
L a s t l y ,  5-HT may be In v o lv ed  In e a r l y  p re g n a nc y  r e c o g n i t i o n .  Based  
on t h e  f i n d i n g  t h a t  embryos  can  s e c r e t e  p l a t e l e t  a c t i v a t i n g  f a c t o r  and 
t h a t  p l a t e l e t s  c o n t a i n  5-HT.  I t  I s  p o s s i b l e  t h a t  e m b r y o - d e r i v e d  
p l a t e l e t  a c t i v a t i n g  f a c t o r  may a c t  on p l a t e l e t s  w i t h i n  t h e  CL t o  
s t i m u l a t e  t h e  r e l e a s e  o f  5-HT, whTch would t h e n  s t i m u l a t e  P4 s e c r e t i o n  
by t h e  m a t e r n a l  CL. Thus ,  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  m e ch an i sm s  c o n t r o l l i n g  
e a r l y  p r e q n a n c y  r e c o g n i t i o n  may p r o v e  h e l p f u l  In p r e v e n t i n g  e a r l y  
em bry on ic  d e a t h .
In s u m m a r y ,  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  t h a t  
b i o g e n i c  am in e s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  p h y s i o l o g i c a l  c o n t r o l  o f  b o v i n e  l u t e a l  
f u n c t i o n .  In t h e  f u t u r e  t h e s e  r e s u l t s  may l e a d  t o  new a r e a s  o f  c h e m i c a l  
c o n t r o l  o f  l u t e a l  f u n c t i o n ,  wh ich  may r e s u l t  In b e t t e r  s y n c h r o n i z a t i o n  
s t r a t e g i e s  f o r  b r e e d i n g  and e m b ry o  t r a n s f e r .
